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Zusammenfassung III 
Zusammenfassung 
 
In einem Fish-Sexual-Development-Test (FSDT) unter Verwendung eines 
kurzzeitigen Expositionsdesigns und in einem multigenerationalem Fish-Full-Life-
Cycle unter chronischer Exposition wurde die Eignung des japanischen 
Reiskärpflings (Oryzias latipes) zur Erkennung von endokrin aktiven Substanzen 
untersucht. Als Testsubstanzen wurden 4-tert-Pentylphenol (4tPP), ein schwaches 
Östrogen, und Trenbolon (TR), ein starkes Androgen, verwendet. Beide Testdesigns 
wurden mit frisch befruchteten Eiern (≤ 12 h alt) gestartet. Der FSDT wurde 64 Tage 
nach Schlupf (dph) beendet. Der FFLC startete mit Eiern in der F0-Generation und 
wurde nach 28 dph in der F2-Generation beendet. 
Im FSDT wurden die nominalen Testkonzentrationen von 400 µg 4tPP/L und         
100 ng TR/L verwendet. Die Exposition dauerte jeweils 3 Tage an (Peak-Exposition). 
Drei unterschiedliche Behandlungsgruppen wurden zu drei unterschiedlichen 
Zeitpunkten der larvalen Entwicklung für je 3 Tage exponiert. Die 1.-Gruppe wurde 
zwischen Tag 5 und Tag 8 exponiert. Gruppe 2 wurde im Zeitraum Tag 15-18 nach 
Schlupf und Gruppe 3 an den Tagen 25-28 nach Schlupf belastet. Insgesamt waren 
6 Behandlungsgruppen und 1 Kontrollgruppe mit je 4 Replikaten/Gruppe im FSDT 
vorhanden. Während des FFLC´s lagen die nominalen Testkonzentrationen von 4tPP 
bei 25, 50, 100, 200 und 400 µg/L. Im Falle von TR lagen diese bei 25 und 50 ng/L. 
Insgesamt waren 7 Behandlungsgruppen und 2 Kontrollgruppen mit je                       
4 Replikaten/Gruppe zu Beginn des FFLC´s vorhanden. Für den FSDT und FFLC 
wurden die Standardendpunkte (Schlupferfolg, Mortalität und Entwicklung) sowie die 
Konzentration des Eidottervorläuferproteins Vitellogenin (Vtg) bestimmt. Zur 
Untersuchung des Geschlechterverhältnisses wurden drei unterschiedliche 
Methoden herangezogen. Hierbei wurden das phänotypische, das histologische und 
das genetische Geschlecht bestimmt. Untersuchungen zum Reproduktionsverhalten 
wurden im Rahmen des FFLC´s für die F0- und F1-Generation durchgeführt. 
Nach kurzzeitiger Exposition im FSDT wurden keinerlei Effekte beobachtet. Daher 
scheint die gewählte dreitägige kurzzeitige Exposition entweder kein sensitives 
Zeitfenster der larvalen Entwicklung getroffen zu haben oder eine kurzzeitige 
Exposition ist nicht ausreichend, um Effekte in der larvalen Entwicklung auszulösen. 
Im FFLC wurde eine signifikante Erhöhung der Mortalität in der F0-Generation in den 
Testkonzentrationen ≥ 100 µg 4tPP/L beobachtet. Weibliche Medakas in der 
Behandlungsgruppe 50 ng TR/L waren größer als Weibchen in den Kontrollgruppen. 
Zusätzlich wurde eine signifikante Gewichtserhöhung bei Weibchen nach Exposition 
gegenüber 400 µg 4tPP/L und bei Männchen nach Exposition gegenüber                  
≥ 200 µg 4tPP/L beobachtet. Die Vtg-Konzentration von phänotypischen Männchen 
wies eine signifikante Erhöhung in den Behandlungsgruppen ≥ 200 µg 4tPP/L auf. 
Ein verweiblichender Effekt trat im phänotypischen Geschlechterverhältnis nach 
Exposition gegenüber 400 µg 4tPP/L auf und ein vermännlichender Effekt wurde bei 
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50 ng TR/L beobachtet. Die histologische Untersuchung wies einen Anstieg von 
Testis-Ova-Bildung in Behandlungsgruppen ≥ 100 µg 4tPP/L auf. Intersex-Stadien 
wurden bei 200 und 400 µg 4tPP/L gefunden. Ein Abfall der Ei-Anzahl/Weibchen*d-1 
wurde nach Exposition gegenüber ≥ 200 µg 4tPP/L und 50 ng TR/L beobachtet. Ein 
Anstieg der Ei-Anzahl/Weibchen*d-1 wurde bei 25 und 50 µg 4tPP/L ermittelt. Als 
Ergebnis der geringeren Reproduktion bei 200 und 400 µg 4tPP/L sowie 50 ng TR/L 
war ein Start der F1-Generation in diesen Behandlungsgruppen nicht möglich. In der 
F1-Generation war die Vtg-Konzentration in phänotypischen Männchen und 
Weibchen nach Exposition gegenüber 100 µg 4tPP/L signifikant erhöht. Eine 
signifikante Vermännlichung des phänotypischen Geschlechts wurde bei 25 ng TR/L 
festgestellt. Die Ei-Anzahl/Weibchen*d-1 war nach Exposition gegenüber 25 ng TR/L 
erhöht. Eine Abnahme der Ei-Anzahl/Weibchen*d-1 wurde in der Behandlungsgruppe 
25 µg 4tPP/L ermittelt. Alle Behandlungsgruppen konnten auf Grund ausreichender 
Reproduktion in der F2-Generation fortgeführt werden. In der F2-Generation wurden 
in allen Behandlungsgruppen keine Effekte beobachtet. Eine chronische 
Dauerexposition gegenüber endokrin aktiven Substanzen wies klare Effekte in der 
Reproduktion und der Vtg-Konzentrationen der F0-Generation auf. In der F1-
Generation wurden auch endokrine Effekte in den Vtg-Konzentrationen beobachtet. 
Zusätzlich wurden zwar vermännlichende Effekte im Geschlechterverhältnis nach 
Exposition gegenüber TR ermittelt, jedoch waren die verbliebenen Weibchen in der 
Lage genügend fertile Eier zu produzieren um die Folgegeneration zu starten. 
Dementsprechend wurden keine negativen Effekte bezogen auf die Reproduktion 
festgestellt. 
Die beiden durchgeführten Studien zeigen eindeutig, dass der Medaka für östrogene 
und androgene Stoffe ein sensitiver Testorganismus ist. Der Medaka ist ein 
geeigneter Testorganismus zur Bestimmung endokriner Eigenschaften von 
Substanzen. Innerhalb des FFLC´s wurden wirkungsbezogene Effekte auf Biomarker 
wie das Vtg und negative Effekte auf populationsrelevante Endpunkte wie die 
Reproduktion beobachtet. Der FFLC zeigte klare populationsrelevante Effekte in der 
F0-Generation. Für die in der F1- und F2-Generation verbliebenen Konzentrationen 
wurden keine entsprechenden Effekte beobachtet. Zukünftige 
Multigenerationsstudien könnten kosten- und zeiteffizienter sein, wenn sie mit 
reproduzierenden Fischen in der F0-Generation beginnen und 28 Tage nach Schlupf 
in der F2-Generation beendet würden. Die Ergebnisse des FSDT´s wiesen keine 
Effekte auf. Weiterführende chronische Studien mir kurzzeitiger Exposition könnten 
zur Erkennung sensitiver Entwicklungsfenster in der larvalen Entwicklung des 
Medakas dienen bzw. aufzeigen, welche Expositionsdauer notwendig ist, um Effekte 
auslösen zu können. 
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Abstract 
 
A Fish-Sexual-Development-Test (FSDT) using a short term peak-exposure design 
and a multigenerational Fish-Full-Life-Cycle test (FFLC) under chronic exposure were 
performed to investigate the suitability of the Medaka (Oryzias latipes) for detecting 
endocrine active substances. As test substances 4-tert-Pentylphenole (4tPP), a weak 
oestrogen, and Trenbolon (TR), a strong androgen, were used. Both test designs 
were started with fertilized eggs (≤ 12 h old). The FSDT was completed after 64 days 
post-hatch (dph). The FFLC started with eggs in the F0-Generation and was finished 
after about 28 dph in the F2-Generation. 
In the FSDT nominal test concentrations of 400 μg 4tPP/L and 100 ng TR/L were 
used. The exposure lasted over 3 days (peak-exposure). Three different groups were 
exposed at three different larval developmental stages for three days each. The short 
term exposures were performed as follows: First-Group exposure 5-8 dph; Second-
Group exposure 15-18 dph; Third-Group exposure 25-28 dph. In total there were 6 
treatment-groups and 1 control-group each including 4 replicates/group for the FSDT. 
During the FFLC nominal test concentrations of 4tPP were 25, 50, 100, 200 and   
400 μg/L. In case of TR the nominal test concentrations were 25 and 50 ng/L. In total 
there were 7 treatment-groups and 2 control-groups each including 4 replicates/group 
at the beginning of the FFLC. For the FSDT and the FFLC the standard endpoints 
(hatching-success, mortality and development) and the concentration of Vitellogenin 
(Vtg) were determined. Concerning the sex ratio related endpoints the phenotypic, 
the histological and the genetic sex were determined. Within the FFLC the 
reproduction of the F0- and F1-Generation was investigated. 
After short term peak-exposure in the FSDT no adverse effects were observed. 
Probably the chosen 3d peak-exposures did either not hit a sensitive-time-window in 
the larval development or a short peak-exposure is not sufficient to cause endocrine 
related adverse effects in the larval development. In the FFLC a significant increase 
in mortality of the F0-Generation was observed at concentrations ≥ 100 μg 4tPP/L. 
Female Medakas at the 50 ng TR/L treatment group were larger than females in the 
control groups. In addition, an increase in female weight when exposed to             
400 μg 4tPP/L and male weight when exposed to concentrations ≥ 200 μg 4tPP/L 
was observed. The Vtg-concentrations of phenotypic male fish were significantly 
elevated in treatment-groups ≥ 200 μg 4tPP/L. Feminization was observed in the 
phenotypic sex-ratio at 400 μg 4tPP/L while masculinization was observed at          
50 ng TR/L. The histopathological staging of the gonads revealed an increase of 
testis-ova-formations (TO) in treatment-groups ≥ 100 μg 4tPP/L. Intersex-stages 
were found at 200 and 400 μg 4tPP/L. A decrease in the number of eggs/female*d-1 
was observed after exposure to ≥ 200 μg 4tPP/L and 50 ng TR/L. An increase in the 
number of eggs/female*d-1 was determined at 25 and 50 μg 4tPP/L. As a result of the 
lower reproduction performance at 200 and 400 μg 4tPP/L and 50 ng TR/L it was not 
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possible to start the F1-Generation in these concentrations. In the F1-Generation the 
Vtg-concentration was significantly elevated for phenotypic male and female fish 
exposed to 100 μg 4tPP/L. A significant shift towards male fish in the sex-ratio 
exposed to 25 ng TR/L was observed. The number of eggs/female*d-1 was increased 
after exposure to 25 ng TR/L. A decrease in the number of eggs/female*d-1 was 
determined at 25 μg 4tPP/L. The fish in the remaining concentrations were producing 
sufficiently enough fertile eggs to start the F2-Generation. The respective 
concentrations tested in the F2- Generation revealed no adverse effects. Chronic 
exposure to endocrine active substances resulted in clear endocrine related adverse 
effects on the reproduction and the Vtg-concentrations of the F0-Generation. In the 
F1-Generation also endocrine related effects were observed for the Vtg-levels. 
Additionally effects were observed on the sex-ratio after TR exposure. Nevertheless 
the reduced number of females still produced enough eggs to start the next 
generation. Hence no adverse effect, evoking population relevant risks, was 
recognized. 
The two performed chronic studies clearly demonstrate that the Medaka is a sensitive 
test organism for oestrogenic and androgenic compounds. The Medaka is a useful 
test organism to detect endocrine disrupting properties of a substance. Within the 
FFLC we were able to see mode-of-action related effects on biomarkers like Vtg and 
adverse effects on population relevant endpoints like reproduction. The results of the 
FFLC clearly demonstrate population relevant effects in the F0-Generation, but not in 
the test-concentrations in the F1- and F2-Generation. Future chronic exposure studies 
could be more time and cost efficient when started with reproducing fish in the F0-
Generation and an exposure lasting until 28 dph in the F2-Generation. The results of 
the FSDT did not reveal any adverse effects. Additional peak-exposure studies might 
either help to find out the sensitive-time-windows during larval development of the 
Medaka or will demonstrate that a longer lasting exposure is needed to provoke this 
type of effects. 
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1. Einleitung 
 
Die Einleitung soll dem interessierten Leser einen Überblick über die 
Hintergrundthematik dieser Arbeit geben. Es werden vorab Informationen über 
endokrin aktive Substanzen (EAS) und deren wissenschaftliche Historie genannt. Im 
weiteren Verlauf werden mögliche Wirkungen und Wirkorte von EAS sowie das 
endokrine System (Hormonsystem) von Knochenfischen (Teleostei) beschrieben. 
Anschließend werden verschiedene validierte chronische Testsysteme zur 
Untersuchung von Knochenfischen erläutert. Zum Abschluss des ersten Kapitels 
werden Hintergründe der Fragestellungen und die daraus resultierenden 
Zielsetzungen dieser Dissertation genannt. 
 
Der Begriff “endokriner Disruptor“ (ED) wurde 1991 auf einem Kongress in Wisconsin 
geprägt. Jedoch sind endokrine Effekte in der Tier- und Pflanzenwelt schon seit den 
40er Jahren des 19. Jahrhunderts beobachtet wurden. In Folge des erwähnten 
Kongresses stieg die Anzahl an Veröffentlichungen mit der Thematik ED stetig an 
[Matthiessen P. 2003]. Inzwischen wurden endokrine Effekte von Substanzen als 
eigene Gefährdungskategorie in die Regulation von Bioziden, Chemikalien und 
Pflanzenschutzmitteln (PSM) aufgenommen [Biozid-Verordnung 98/8/EG; REACH-
Verordnung 1907/2006; EU-Pflanzenschutzmittelverordnung 1107/2009]. 
 
1.1. Definition endokriner Disruptoren 
 
Die Erarbeitung einer Definition von (potentiellen) EAS bzw. EDs verlief im Laufe der 
90er Jahre des letzten Jahrhunderts und Anfang des 21. Jahrhunderts in den 
internationalen Umwelt- bzw. Wirtschaftsbehörden recht unterschiedlich. Auf einem 
internationalen Workshop „The Impact of Endocrine Disruptors on Human Health and 
Wildlife" im Dezember 1996 in Weybridge (Großbritannien) einigten sich Vertreter 
von Universitäten, Industrie und internationalen Organisationen (z.B.: Europäische 
Kommission, Europäische Umweltagentur, Europäisches Zentrum für Umwelt und 
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Gesundheit sowie die Mitgliedsstaaten der Organisation für wirtschaftliche 
Zusammenarbeit und Entwicklung (Organisation for Economic Cooperation and 
Development, OECD)) auf eine einheitliche Definition für EDs: 
 
„Ein endokriner Disruptor ist eine exogene Substanz, die in einem intakten 
Organismus oder dessen Nachkommenschaft als Folge einer Veränderung 
endokriner Funktionen gesundheitliche Beeinträchtigungen verursacht.“1 [European 
Community 1997] 
 
Zusätzlich wurde eine Definition für Substanzen verabschiedet, bei denen die 
Datengrundlage eine eindeutige Definition als ED noch nicht zulässt. Diese 
sogenannten (potentiellen) EAS wurden wie folgt definiert: 
 
„Ein potentieller endokriner Disruptor ist eine Substanz, die Eigenschaften aufweist, 
welche in einem intakten Organismus zu einer endokrinen Disruption führen 
können.“2 [European Community 1997] 
 
Die United States Environmental Protection Agency (EPA) veröffentlichte im Jahre 
1997 eine eigene von der „Weybridge-Definition“ etwas abweichende und 
umfangreichere Definition eines ED´s: 
 
„Ein endokriner Disruptor ist eine exogene Substanz, die mit Synthese, 
Ausschüttung, Transport, Bindung, Wirkungsweise oder Elimination der für die 
Erhaltung der Homöostase, Reproduktion, Entwicklung oder/und das Verhalten 
verantwortlichen natürlichen Hormone im Körper in Wechselwirkung tritt.“1 [EDSTAC 
1998] 
 
Im Jahr 2002 erarbeitete die Arbeitsgemeinschaft „International Programme on 
Chemical Safety“ (IPCS), bestehend aus dem United Nations Environment 
Programme, der International Labour Organisation und der World Health 
                                               
1 Übersetzt, d. A. 
2 Übersetzt, d. A. 
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Organization, die derzeit weit verbreitete und akzeptierte Definition für einen ED bzw. 
(potentiellen) EAS. Es handelt sich in diesem Fall um eine leichte Modifikation der 
„Weybridge-Definition“: 
 
„Ein (potentieller) endokriner Disruptor ist eine exogene Substanz oder Mischung (die 
Eigenschaften aufweist), die als Folge einer Veränderung endokriner Funktionen im 
endokrinen System gesundheitliche Beeinträchtigungen in einem intakten 
Organismus oder seiner Nachkommenschaft oder in Sub- bzw. Populationen 
verursacht (verursachen können).“1 [IPCS 2002] 
 
Die unterschiedlichen Definitionen für (potentielle) EAS bzw. EDs lassen bereits jetzt 
erahnen, wie komplex die Wirkungen und die daraus resultierenden Gefahren von 
natürlichen und synthetischen hormonähnlichen Substanzen sein können. 
 
1.2. Vorkommen und Wirkmechanismen endokrin aktiver 
Substanzen 
 
Die genaue Anzahl der aktuell in der Umwelt vorkommenden EAS bzw. EDs ist nicht 
bekannt, da bei vielen Substanzen der genaue Wirkmechanismus im Organismus 
noch nicht nachgewiesen ist. In einer Priorisierungsliste des „Commission staff 
working document on the implementation of the Community Strategy for Endocrine 
Disruptors“ (SEC) geht man von 428 Substanzen aus, die weiter evaluiert werden 
müssen. Ziel dieser Evaluierung ist es, dass endokrine Effektpotential dieser 
Substanzen genauer zu verstehen. Die genannten 428 Substanzen lassen sich in 3 
Kategorien einteilen [SEC 2007; VCI 2012]: 
 
1. 194 Substanzen besitzen einen klaren Anhaltspunkt für endokrin störende 
Effekte (Kategorie 1). 
2. 125 Substanzen besitzen einen potentiellen Anhaltspunkt für endokrin 
störende Effekte (Kategorie 2). 
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3. 109 Substanzen besitzen entweder keine wissenschaftliche Grundlage für 
eine Aufnahme in diese Liste (Kategorie 3a) oder eine nicht ausreichend 
vorhandene Datenlage, um diese in Erwägung zu ziehen (Kategorie 3b). 
 
Generell gehören zu den endokrin wirksamen Stoffen sowohl natürliche als auch 
synthetische Substanzen. Unter natürlichen EAS findet man neben den von Tieren 
selbst/körperintern produzierten endokrin- bzw. hormonaktiven Substanzen häufig in 
Veröffentlichungen den Begriff der Phytoöstrogene. Die Phytoöstrogene gehören zu 
den Phytohormonen und ähneln dem weiblichen Sexualhormon 17-ß-Estradiol 
[Kurzer M.S. & Xu X. 1997; Gilani G.S. & Anderson J.J.B. 2002]. Sie gehören aus 
chemischer Sicht zu den Polyphenolen und lassen sich den drei Strukturklassen 
Isoflavonen, Lignanen und Coumestanen zuordnen. Das wohl bekannteste Isoflavon 
ist Genistein, das beispielsweise in Sojabohnen vorkommt und nachweislich eine 
östrogene Wirkung in Knochenfischen ausübt [Zhang L. et al., 2002; Kulling S.E. & 
Watzl B. 2003; Alberti M.C. 2006]. Phytoöstrogene können Pflanzen beispielsweise 
als Verteidigungsmechanismus dienen, in dem sie den Fressfeind über einen 
längeren Zeitraum hinweg unfruchtbar machen und dies zu einer verringerten 
Reproduktion der Gesamtpopulation des Fressfeindes führt. Dieser 
Verteidigungsmechanismus wurde z.B. in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts 
bei Schafen nach häufigem Verzehr des Bodenfruchtigen Klees (Trifolium 
subterraneum) beobachtet [Croker K.P. et al., 1989, 2005; Colborn T. et al., 1996]. 
 
Auch synthetische EAS sind in der Umwelt weit verbreitet [IPCS 2002]. Zu denen am 
häufigsten genannten synthetischen EAS gehören die polychlorierten Biphenyle 
(PCB), von denen es derzeit ca. 209 verschiedene Kongenere gibt [McGovern V. 
2006]. PCBs sind biologisch und ökologisch persistent, bioakkumulativ und kommen 
mittlerweile ubiquitär vor. Vor allem höherchlorierte PCBs reichern sich in den 
verschiedenen Nahrungsketten an und werden sowohl in der Muttermilch von 
Menschen als auch in der Muttermilch von Eisbären in erhöhten Konzentrationen 
wiedergefunden [Fent K. 2007]. Ein bekannter Vertreter der PCBs ist das mittlerweile 
nur noch zur Bekämpfung von Malaria zugelassene Insektizid Dichloro-diphenyl-
trichlorethane (DDT) [Stockholm Convention 2009]. Ein Abbauprodukt von DDT ist 
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Dichlor-diphenyl-dichlorethylen (DDE). DDE wurde im Laufe der vergangenen Jahre 
eine antiandrogene-Wirkung nachgewiesen [Beyer und Walter 2004]. 
 
Das synthetische Hormon 17-α-Ethinylestradiol, ein Wirkstoff von Antibabypillen, 
gehört zu den EDs, die sehr häufig in kommunalen Abwässern auftreten können [Shi 
W. et al., 2010; Nasuhoglu D. et al., 2012]. Ein weiteres bekanntes synthetisches 
Hormon ist Trenbolon (TR). TR wird häufig in den USA und Kanada zur Steigerung 
der Mastleistung von Nutzvieh, z.B. Rindern, eingesetzt. Mit Blick auf den Menschen 
ist sein Verwendungszweck als Dopingmittel für den Muskelaufbau bekannt [Thevis 
M. et al., 2009; Chemie 2012]. 
 
Des Weiteren findet man potentiell endokrin wirksame Substanzen in folgenden 
alltäglichen Gebrauchsmaterialien: 
 
Tab. 1.1: Übersicht über die Verwendung von potentiellen endokrinen 
Disruptoren 
Substanz Verwendung 
Alkylphenole - Körperpflegemittel z.B. Shampoos 
Chlorierte Verbindungen 
z.B. PCB, Dioxine 
- Fugen- und Dichtungsmassen 
- Hydraulikölen 
Phthalate (Weichmacher) 
- Klebstoffe in der Verpackungsindustrie 
- Emulsionsfarbe 
(bearbeitet [Landesumweltamt Brandenburg (2000), verändert Umweltbundesamt Österreich (2003) 
und Umweltbundesamt Deutschland (2011)]) 
 
Die Wirkmechanismen von EAS sind substanzspezifisch und sehr komplex. EAS 
lassen sich je nach ihrer Wirkung im Zielorganismus u.a. in die Gruppen der östrogen 
und androgen wirksamen sowie anti-östrogen und -androgen Substanzen einteilen 
[Milla S. et al., 2011]. EAS können an diversen Stellen mit dem endokrinen System 
interferieren. Eine EAS kann direkt das natürlich produzierte Hormon imitieren 
(östrogen und androgen wirksam) und dadurch Reaktionen im Körper hervorrufen. 
Eine EAS kann aber auch den Hormon-Rezeptor blockieren (anti-östrogene und       
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–androgene Wirkung) und dadurch Reaktionen behindern. Außerdem können EDs 
die Synthese, den Transport, den Metabolismus und die Exkretion von Hormonen 
beeinflussen. Dies führt zu einer Veränderung der Konzentration der natürlich 
produzierten Hormone im Körper [Pait A.S. & Nelson J.O. 2002; European 
Commission 2012]. 
 
Ein bekanntes Beispiel für EAS sind Substanzen, die das Enzym Aromatase, ein 
Schlüsselsystem des Steroidmetabolismus, hemmen. Auf Grund der 
Aromatasehemmung, die beispielsweise den Substanzen aus der Gruppe der 
Azolfungizide zugeschrieben wird, kommt es im Zielorganismus zu einem Abfall der 
Östrogen- und zu einem Anstieg der Androgenkonzentration. Die Aromatase ist für 
die Bildung von Estron und Östradiol zuständig. Als Ausgangsstoffe dienen ihr die 
Androgene Androstendion und Testosteron [Trösken E.R. et al., 2004, 2006; 
Cheshenko K. et al., 2008]. 
 
Einige der bekanntesten Fälle von Schädigungen in der Tierwelt und 
Beeinflussungen der menschlichen Gesundheit durch EAS bzw. nachgewiesenen 
EDs sind im Folgenden kurz genannt: 
 
 Weißkopfseeadler an der Golfküste Floridas (~1947): Der Naturforscher 
Charles Broley entdeckte bei der Beobachtung des Paarungsverhaltens von 
Weißkopfseeadlern einige Ungewöhnlichkeiten. Balz und Nestbau wurden nur 
noch von einigen wenigen Paaren vollzogen und die Geburtenrate war 
vermindert. Er stellte die Hypothese auf, dass DDT über den Verzehr von 
Fischen in die Adler gelangte und dort das ungewöhnliche Verhalten auslöste. 
DDT sterilisierte die männlichen Adler nicht, führte jedoch zu einer 
Feminisierung der männlichen Embryonen und einer Abnahme der 
Eischalendicke, wie es spätere Studien zeigten [Carsen R.L. et al., 1962; 
Colborn T. et al., 1996; Beans B.E. 1996; Patisaul H.B. & Adewale H.B. 2009]. 
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 Alligatoren im Lake Apopka in Florida (~1970): Wahrscheinlich durch den 
Einfluss von DDT-Derivaten im Lake Apopka bildeten juvenile männliche 
Alligatoren ungewöhnlich schwach ausgeprägte Gonaden. Des Weiteren 
wurden abnormale Sexualhormonkonzentrationen in den Tieren gemessen. 
Diese Funde wurden in unbelasteten Seen der Umgebung nicht beobachtet 
[Guilette et al., 1994]. 
 
 Sharpe und Skakkebaek veröffentlichten im Jahr 1993 die Hypothese, dass 
der über die letzten Jahrzehnte hinweg beobachte Anstieg von Erkrankungen 
oder Funktionsstörungen in männlichen Geschlechtsorganen des Menschen 
auf östrogen-ähnliche Verbindungen aus der Umwelt zurückzuführen ist. Sie 
beobachteten einen Anstieg an Hodenkrebsdiagnosen, reduzierter 
Spermienanzahl und Spermienqualität sowie Missbildungen des männlichen 
Genitaltraktes [Sharpe R.M. & Skakkebaek N.E. 1993]. 
 
 John P. Sumpter veröffentlichte im Jahr 1995 einen Artikel über feminisierte 
männliche Fische, die vor allem in Flussabschnitten unterhalb des Einlaufs 
von Kläranlagen gefunden wurden. Durch die Messung der 
Vitellogeninkonzentration in männlichen Fischen, die für drei Wochen in den 
entsprechenden Flussabschnitten gekäfigt waren, wurde die Belastung des 
Flussabschnittes mit östrogen wirksamen Substanzen nachgewiesen. Der 
Verdacht, dass evtl. das endokrin sehr wirksame synthetische Hormon 17-α-
Ethinylestradiol der Auslöser für diesen Effekt war, konnte zu diesem 
Zeitpunkt nicht nachgewiesen werden [Sumpter J.P. 1995]. 
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1.3. Endokrines System in Teleosteern 
 
In diesem Unterkapitel wird ein kurzer Überblick des endokrinen Systems von 
Teleosteern gegeben. 
 
Teleosteer besitzen wie auch die Säugetiere ein endokrines System, das aus 
spezialisierten Organen und Geweben besteht, die Hormone produzieren und 
sezernieren. Meistens entfalten die Hormone ihre Wirkung nicht am Produktionsort, 
sondern gelangen durch spezielle Transportsysteme zu ihren Zielzellen. Dabei 
unterscheidet man drei Transportsysteme [Spindler K.D. 1997, Campbell N.A. & 
Reece J.B. 2003; Milla S. et al., 2011]: 
 
1. Endokrine Sekretion: Transport über Blutbahn, Hämolymphe oder 
Zoelomflüssigkeit 
2. Parakriner Mechanismus: Diffusion zu benachbarten Zellen 
3. Autokrine Signalübertragung: Kein Transport  Wirkung in Produktionszelle 
 
Die einzelnen Organe und Gewebe des endokrinen Systems kommunizieren 
miteinander über die produzierten Hormone der Start- und Zielzellen (negative 
Rückkopplung). Diese hormonellen Regelkreise stehen in engem Kontakt mit dem 
Nervensystem und diese Systeme beeinflussen sich gegenseitig, um den 
Organismus zu steuern. Die Reaktionszeit des endokrinen Systems ist jedoch länger 
als die des Nervensystems [Richter I. 2004]. 
 
Das endokrine System beeinflusst unter anderem im Fisch den Metabolismus, das 
Wachstum, die Fortpflanzung, die Entwicklung der Geschlechtsorgane und das 
Paarungsverhalten [Kime D.E. 2001; Pait A.S. & Nelson J.O. 2002]. In Abb. 1.1 sind 
wichtige Bestandteile des endokrinen Systems der Teleosteer abgebildet. 
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Abb. 1.1 Wichtige Gewebe des endokrinen Systems von Teleosteern. 
(bearbeitet [Bond C.E. 1979]) 
 
Die für die Reproduktion wichtigsten Gewebe des endokrinen Systems sind der 
Hypothalamus, die Hypophyse (engl.: Pituitary), die Gonaden und die Leber. Die 
ersten drei genannten Bereiche sind in Abb. 1.2 noch einmal hervorgehoben und 
bilden die sogenannte HPG-Achse. 
 
Die HPG-Achse ist ein dynamisches System, das eine optimale Kontrolle der 
Wachstumsprozesse und der Reproduktionsprozesse in adulten Tieren bietet 
[Dietrich D.R. & Krieger H.O. 2009]. Die Leber wird durch 17-ß-Estradiol zur Bildung 
von Vitellogenin (Vtg) angeregt. Vtg ist ein Eidotter-Vorläuferprotein, das in oviparen 
Vertebraten vorhanden ist und zur Bildung der Eier benötigt wird [Miller D.H. et al., 
2007; OECD 2008 a]. Neben der genannten HPG-Achse gibt es noch zwei weitere 
wichtige endokrine Achsen. Zum einen gibt es die aus dem Hypothalamus, der 
Hypophyse (engl.: Pituitary) und der Nebennieren (engl.: Adrenal) bestehende HPA-
Achse. Zum anderen ist die aus dem Hypothalamus, der Hypophyse (engl.: Pituitary) 
und der Schilddrüse (engl.: Thyroid) bestehende HPT-Achse vorhanden [Kortenkamp 
A. et al., 2011]. 
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Abb. 1.2: HPG-Achse von Teleosteern 
(bearbeitet [Kime D.E. 2001]) 
 
EDs können je nach Wirkmechanismus an der gesamten HPG-Achse und/oder an 
anderen Teilen des Endokriniums einen Effekt auslösen. Diese Effekte werden in 
dem dynamischen System weitergeben und können zu weiteren Fehlinformationen 
führen. Die Fehlinformationen „innerhalb“ der HPG-Achse können nun z.B. zu 
Störungen bei der Ausprägung des sekundären Geschlechts, der Gonadenreifung 
und des Wachstums führen [Ankley G.T. & Johnson R.D. 2004]. 
 
1.4. Testsysteme zur Identifizierung und Charakterisierung 
endokrin aktiver Substanzen mit Teleosteern 
 
In den vergangenen 20 Jahren wurden in verschiedenen internationalen Behörden 
Arbeitsgruppen gegründet, die sich mit der Problematik der EAS auseinandersetzen. 
Auf Grund der Vielzahl an unterschiedlichen Arbeitsgruppen werden im Folgenden 
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nur die zwei Einheiten genannt, die sich vor allem mit der Entwicklung und 
Validierung von Fischtests beschäftigen. 
 
Innerhalb der OECD wurde hierfür das „Endocrine Disrupter Testing and 
Assessment“-Team (EDTA AG) gegründet. Die EDTA AG beinhaltet zusätzlich drei 
„Validation-Management-Groups“ (VMG), von denen im Zuge dieser Arbeit die 
„VMG-ecotoxicity tests“ (VMG-eco) noch einmal genannt werden. Das Ziel der 
Arbeiten der EDTA AG ist es: „International anerkannte und harmonisierte Richtlinien 
für die Testung und Bewertung von EAS zu erstellen, die eine unnütze Wiederholung 
von Tests ausschließt, um Ressourcen und Testtiere zu schonen“1 [OECD 2010]. 
 
Parallel wurde bei der EPA ein Programm namens „Endocrine Disruption Screening 
Program“ (EDSP) gestartet. Im Rahmen des EDSP´s wurden: „in vitro und in vivo 
Tests entwickelt, die zur Abschätzung des endokrinen Potentials von Chemikalien 
dienen sollen, um endokrine Störungen im Menschen und der Tierwelt zu 
vermeiden“1 [EPA 2012]. 
 
Im Rahmen der Arbeiten der EDTA AG wurde ein fünf Stufen enthaltener 
„Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting 
Chemicals“ (s. Abb. 1.3) erstellt, mit dessen Hilfe EAS identifiziert und charakterisiert 
werden sollen. Wird in den aufeinanderfolgenden Stufen ein Verdacht auf eine 
endokrine Wirkung durch Eigenschaften einer entsprechenden Substanz erweckt, so 
wird die Substanz mit den Tests in der nächsthöheren Stufe weiter untersucht. In 
jeder Stufe werden sowohl die entsprechenden Tests als auch die aus den Tests 
möglicherweise resultierenden neuen endokrinen Charakteristika der Substanz 
genannt und weiterführend bewertet. 
 
Wie in Abb. 1.3 zu erkennen ist, werden erst in Level 4 drei unterschiedliche in vivo 
Fischtests genannt. Diese drei Tests decken jeweils einen bestimmten gegenüber 
                                               
1 Übersetzt, d.A. 
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EAS empfindlichen Zeitrahmen der Entwicklung bzw. der Reproduktion von Fischen 
ab. Anhand der in diesen Tests ermittelten Ergebnisse können Aussagen über 
multiple Mechanismen und Effekte einer EAS getroffen werden. 
 
Der „Fish-Short-Term-Reproduction Assay“ (FSTRA) beinhaltet nach OECD-
Richtlinie 229 eine 14-tägige Phase, in der das Reproduktionsverhalten unter 
unbelasteten Bedingungen der Versuchsfische täglich ausgewertet wird. An diese 
expositionsfreie Phase schließt sich eine 21-tägige Expositionsphase an, innerhalb 
derer die Reproduktion weiterhin täglich erfasst wird. Die Ergebnisse zum 
Reproduktionsverhalten dieser beiden Phasen werden abschließend miteinander 
verglichen. Es können durch einen FSTRA substanzbezogene endokrine Störungen 
mit Fokus auf die Reproduktion erkannt und bewertet werden [OECD-Richtlinie 229]. 
 
Der „21 Day Fish Assay: A short term screening for oestrogenic and androgenic 
activity, and aromatase inhibition“ (FSA – Fish Screening Assay) nach OECD-
Richtlinie 230 ist ein sogenannter “Screening-Test”. Durch den FSA können 
Informationen über östrogene, androgene und Aromatase inhibierende Mechanismen 
gewonnen werden [OECD-Richtlinie 230]. 
 
Als letzter Test wird der „Fish-Sexual-Development-Test“ (FSDT) nach OECD-
Richtlinie 234 gelistet. Der FSDT beinhaltet bei Dauerexposition die embryonale, die 
larvale und die frühe Phase der adulten Entwicklung der Versuchsfische. Der FSDT 
umfasst keine Reproduktionsphase [OECD-Richtlinie 234]. Im weiteren Verlauf 
dieser Arbeit wird der FSDT noch detaillierter beschrieben. 
 
Keiner der beschriebenen Fischtests umfasst alle für die Reproduktion und 
Entwicklung und somit den Erhalt der Population wichtigen Endpunkte. 
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In Level 5, der höchsten Stufe, wird daher ein „Fish-Full-Life-Cycle“-Test (FFLC) 
vorgeschlagen. Der FFLC soll weitere Informationen über Effekte auf das endokrine 
System und andere Mechanismen von EAS liefern. Ein FFLC deckt sowohl die 
Phasen des FSDT´s als auch die Phasen des FSTRA´s ab. Zusätzlich können evtl. 
auftretende transgenerationale Effekte durch die Untersuchung der 
Folgegenerationen erkannt werden. Zusammenfassend sollen durch einen FFLC 
sowohl endokrine als auch andere toxische Effekte über verschiedene 
Entwicklungszeiträume hinweg beobachtet werden können. Ein genauer Termin zur 
Veröffentlichung einer OECD-Richtlinie zum FFLC-Test ist zum jetzigen Zeitpunkt 
noch nicht bekannt [OECD 2008 b]. 
 
Einleitung 14 
 
Abb. 1.3: Conceptual Framework for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals 
(Übersetzt und bearbeitet [OECD 2012]) 
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1.5. Ziele der Arbeit 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue Fischtestverfahren im Labor etabliert 
und optimiert, die gemäß OECD zur Bestimmung und Charakterisierung von EAS 
herangezogen werden können. Als Testsubstanzen wurden zwei bekannte EDs (4-
tert-Pentylphenol und Trenbolon) hinsichtlich ihrer Effekte nach kontinuierlicher und 
kurzzeitiger Exposition untersucht. Als Testorganismus wurde der japanische 
Reiskärpfling (Oryzias latipes) verwendet. Alle zum Beginn der Versuche (Frühjahr 
2011) seitens der OECD vorgeschlagenen Endpunkte dieser Tests (incl. 
histologischer und genetischer Geschlechtsbestimmung sowie Vtg-
Konzentrationsbestimmung) fanden Berücksichtigung. 
 
Ein Test wurde entsprechend der Entwurfsrichtlinie des FSDT´s geplant und 
durchgeführt. Die entsprechende OECD-Richtlinie 234 ist seit Juli 2011 finalisiert und 
erhältlich. Im Rahmen des durchgeführten FSDT´s wurde jedoch keine 
Dauerexposition der Versuchstiere mit den Testsubstanzen vorgenommen. Vielmehr 
wurden Auswirkungen von Kurzzeitexpositionen geprüft. Es wurden drei bestimmte 
Zeitfenster der larvalen Entwicklung der Tiere exponiert. Die Entscheidung für dieses 
modifizierte Expositionsdesign diente einer realitätsnäheren Exposition unter 
Berücksichtigung der realistischen Ausbringung von PSM im Freiland. Die 
Anwendung von PSM beruht meist auf bestimmten kurzzeitigen 
Ausbringungszeitpunkten innerhalb der landwirtschaftlichen Saison und nicht auf 
einer saisonalen Dauerexposition. Nach Anwendung von PSM können in feldnahen 
Oberflächengewässern kurze Belastungspeaks auftreten, die anschließend meist 
sehr schnell abnehmen. Ein weiterer Grund für die Untersuchung einer kurzzeitigen 
Exposition ist die Tatsache, dass eine EAS ihren Effekt nicht nur durch eine 
Dauerexposition sondern eventuell auch durch eine Kurzzeitexposition in einem 
sensitiven Zeitfenster auslösen kann [Colborn T. 1996; Hartley W.R. et al., 1998; 
Koger C.S. et al., 2000; Andersen L. et al., 2003; Rhomberg L.R. 2012]. 
 
Die Ergebnisse des FSDT´s unter Kurzzeitexposition wurden einem 
Mehrgenerationen-FFLC mit denselben Testsubstanzen gegenübergestellt. Im 
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Rahmen des FFLC´s wurden die Versuchstiere über 2 ½ - Generationen hinweg 
durchgängig exponiert. Als Grundlage für die Planung des FFLC´s wurde ein 
„Detailed-Review-Paper“ der OECD Nr. 95 aus dem Jahr 2008 herangezogen. Die 
Ergebnisse des FFLC´s sollten u.a. eine Aussage über den Nutzen dieses teilweise 
als „Gold-Standard-Test“ bezeichneten Fischtests ermöglichen [VMG-eco 2002; 
OECD 2008 b; Panter G.H. et al., 2012]. 
 
Auf Basis der in beiden Versuchen gewonnenen Ergebnisse soll die 
Aussagefähigkeit der in den Richtlinien empfohlenen Endpunkte beurteilt werden. 
 
Zusätzlich soll geprüft werden, ob durch den Einsatz der genetischen 
Geschlechtsbestimmung in Kombination mit der phänotypischen (sekundäre 
Geschlechtsmerkmale) und histologischen (Gonadendifferenzierung) 
Geschlechtsbestimmung die Anzahl der Versuchsorganismen, im Sinne des 
Tierschutzes, minimiert werden kann. 
 
Darüber hinaus soll abgeklärt werden, ob der japanische Reiskärpfling, im Vergleich 
zum Zebrabärbling und der Dickkopfelritze anhand vorhandener Daten, ähnlich 
sensitiv auf östrogene und androgene wirksame EDs reagiert. 
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2. Material und Methoden 
 
In diesem Kapitel werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien und 
Methoden wie die Testsubstanzen, der Testorganismus, der Ablauf der 
Testverfahren und die Auswerteverfahren erklärt. 
 
2.1. Testsubstanzen 
2.1.1. 4-tert-Pentylphenol 
 
Die schwach östrogene Substanz 4-tert-Pentylphenol (4tPP) ist auch unter den 
Synonymen 4-tert-Amylphenol und Pentaphen bekannt [NCBI 2012 a]. Die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften und Herstellerangaben sind in Tab. 2.1 
aufgeführt. 
 
Tab. 2.1: Physikalisch-chemische Eigenschaften von 4-tert-Pentylphenol 
Substanzname 4-tert-Pentylphenol (4tPP) 
Molekülformel C11H16O 
Molekülgewicht  164,24 g/mol 
CAS-Nummer 80-46-6 
Hersteller/Lieferant Sigma-Aldrich Logistik GmbH D-91625 Schnelldorf 
Artikelnummer 153842-100G 
Produktionsnummer 07912edv 
Reinheit 99,8% 
Schmelzpunkt 88-89 °C 
Wasserlöslichkeit 37 mg/L (20°C) 
Log-KOW 4,03 
 
4tPP weist eine Strukturanalogie (Strukturformel s. Abb. 2.1) zum östrogenen 
Steroidhormon 17-ß-Estradiol auf. Auf Grund dieser Strukturanalogie wurde in den 
Versuchen mit einem Anstieg der Vitellogeninproduktion gerechnet [Hagino S. et al., 
2001; Abe T. et al., 2003]. Als weiterer möglicher Effekt wurde auf Basis der 
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Publikation von Seki eine Verschiebung des Geschlechterverhältnisses hin zum 
weiblichen Geschlecht vermutet [Seki M. et al., 2002]. 4tPP wurde bereits in der 
ersten Validierungsphase der seit Juli 2011 veröffentlichen OECD-Richtlinie 234 als 
ED mit östrogener Wirkung verwendet [OECD 2011 a]. 
 
Abb. 2.1: Strukturformel von 4tPP. 
[Sigma-Aldrich 2012] 
 
2.1.2. Trenbolon 
 
Die stark androgene Substanz Trenbolon (TR) ist auch unter den Synonymen 17-ß-
Trenbolon und Trienbolon bekannt [NCBI 2012 b]. Die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften und weitere Herstellerangaben sind in Tab. 2.2 aufgeführt. 
 
Tab. 2.2: Physikalisch-chemische Eigenschaften von Trenbolon 
Substanzname Trenbolon (TR) 
Molekülformel C18H22O2 
Molekülgewicht  270,37 g/mol 
CAS-Nummer 10161-33-8 
Hersteller/Lieferant Sigma-Aldrich Logistik GmbH D-91625 Schnelldorf 
Artikelnummer T3925-250MG 
Produktionsnummer 016k1028 
Reinheit ≥ 95,0% 
Schmelzpunkt 170 °C 
Wasserlöslichkeit 20 mg/L (25 °C) 
Log-KOW 3,08 
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TR (Strukturformel s. Abb. 2.2) ist ein synthetisch hergestelltes Steroidhormon, das 
auch häufig als Anabolikum Verwendung findet [Chemie 2012]. Für diesen 
endokrinen Disruptor mit rezeptorvermitteltem Effekt, wurde mit einem Abfall der 
Vitellogeninproduktion und einer Vermännlichung des Geschlechterverhältnisses 
gerechnet [Seki M. et al., 2006]. 
 
Abb. 2.2: Strukturformel von TR. 
[Sigma-Aldrich] 
 
2.2. Materialien, Geräte und Chemikalien 
 
Die Hauptlieferanten der Materialien und Chemikalien sind beispielhaft in den 
Klammern auf der rechten Seite genannt. 
 
2.2.1. Materialien 
 
1 L-Plastikcontainer (Kautex Textron GmbH & Co. KG,
 D-53229 Bonn) 
Braunglasflaschen (50 mL) (Gerresheimer AG, D-40213
 Düsseldorf) 
Chirurgische Schere (Aesculap AG, D-78352 
 Tuttlingen) 
Einweg-Skalpell (Aesculap AG, D-78352 
 Tuttlingen) 
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Glasaquarien (4 L und 15 L) (Glaserei Menzel, D-40789
 Monheim) 
Histosette® (Simport, 2588 Bernard-Pilon,
 Beloeil, QC J3G 4S5 Canada) 
Knopflochpinzette (Aesculap AG, D-78352 
 Tuttlingen) 
Medaka Vitellogenin ELISA Test-Kit (Biosense Laboratories AS, N-
 5008 Bergen) 
Micromörser (Eppendorf AG, D-22339
 Hamburg) 
PCR-Tube Stripes (8er) (Eppendorf AG, D-22339
 Hamburg) 
Pinzette (spitz/gebogen L = 105 mm) (Bochem Instrumente GmbH,
 D-35781 Weiburg) 
Safe-Lock Tubes (1,5 mL, PCR grade/Biopur) (Eppendorf AG, D-22339
 Hamburg) 
 
2.2.2. Geräte 
 
Digitalkamera (Nikon Coolpix P60) (Nikon GmbH, D-40472
 Düsseldorf) 
Feinwaage (Sartorius AG, D-37075
 Göttingen) 
Fluoreszenz-Mikroskop (Biozero) (Keyence Deutschland GmbH, D-
 63263 Neu Isenburg) 
Gelelektrophorese-Kammer (biostep GmbH, D-09387
 Jahnsdorf) 
Magnetrührer (heizbar) (IKA Werke GmbH & Co. KG, 
 D-79219 Staufen) 
Magnetrührplatte (Variomag-U.S.A., FL-32118
 Daytona Beach) 
Mastercycler pro S (Eppendorf AG, D-22339
 Hamburg) 
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Messschieber (digital) (Mahr GmbH Göttingen, D-
 37008 Göttingen) 
Microplate Reader SunriseTM (Tecan Deutschland GmbH, D-
 74564 Crailsheim) 
Mikroskop (digital) (Baader Planetarium GmbH, D-
 82291 Mammendorf) 
Mikrowelle (Micro Combi) (Robert Bosch GmbH, D-70442 
 Stuttgart) 
Mini-Magnetrührer (Variomag-U.S.A., FL-32118
 Daytona Beach) 
Oximeter (WTW Wissenschaftlich-
 Technische Werkstätten GmbH, 
 D-82362 Weilheim) 
pH-Meter (WTW Wissenschaftlich-
 Technische Werkstätten GmbH, 
 D-82362 Weilheim) 
ProMinentR mikro g/5a Dosierpumpen (ProMinent Dosiertechnik GmbH,
 D-69123 Heidelberg) 
Schüttler (REAX Control) (Heidolph Instruments, D-91126
 Schwabach) 
Schwebekörper-Durchflussmesser (Krohne Messtechnik GmbH, 
 D-47058 Duisburg) 
Stereoskop (Vision Engineering Ltd., D-
 82275 Emmering) 
Transilluminator (312 nm) (biostep GmbH, D-09387
 Jahnsdorf) 
Wasserbad (GFL-Gesellschaft für 
 Labortechnik mbH, D-63667
 Nidda) 
Zentrifuge (Centrifuge 5424) (Eppendorf AG, D-22339
 Hamburg) 
Zentrifuge (kühlbar; Biofuge stratos) (Kendro Laboratory Products 
 GmbH, D-63505 Langenselbold) 
Zentrifuge für Tube-Stripes (Fisher Scientific GmbH, D-58239
 Schwerte) 
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2.2.3. Chemikalien 
 
0,3 M Schwefelsäure (Merck KGaA, D-64293
 Darmstadt) 
10% Formaldehyd (Riedel-de Haën AG, D-30926
 Seelze) 
100 mM dNTP Set (Life Technologies GmbH, D-
 64293 Darmstadt) 
Acetonitril (Fisher Scientific GmbH, D-58239
 Schwerte) 
Agarose (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-
 76185 Karlsruhe) 
Aprotinin (von der Rinderlunge) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
 D-89555 Steinheim) 
Blaupuffer (10 mL-Ansatz) 
 5 mL Glycerin (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-
 76185 Karlsruhe) 
 100 mM EDTA (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-
 76185 Karlsruhe) 
 100 mg SDS (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-
 76185 Karlsruhe) 
 25,0 mg Bromphenolblau (Merck KGaA, D-64293
 Darmstadt) 
 25,0 mg Xylenxyanol (SERVA Electrophoresis GmbH,
 D-69115 Heidelberg) 
o Ad 10 mL dest. H2O 
Davidson-Fixierlösung (1 L-Ansatz) 
 Eisessig (50 mL) (Merck KGaA, D-64293
 Darmstadt) 
 Formalin (950 mL) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
 D-89555 Steinheim) 
Dimethylsulfoxid (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-
 76185 Karlsruhe) 
Ethanol (Merck KGaA, D-64293
 Darmstadt) 
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Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH & Co. KG, D-
 76185 Karlsruhe) 
Ethyl 3-aminobenzoat methansulfonat (MS-222) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
 D-89555 Steinheim) 
PCR-Lösung 1 
 500 mg N-Lauroylsarcosine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
 D-89555 Steinheim) 
 2 mL 5 M NaCl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
 D-89555 Steinheim) 
 Ad 100 mL dest. H2O 
o autoklavieren 
PCR-Lösung 2 
 20 g Chelex (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
 D-89555 Steinheim) 
 In 100 mL dest. H2O 
o autoklavieren 
Primer-Sequenzen (Eurofins MWG Operon, D-85560 
 Ebersberg) 
TAE-Puffer (1x) (Fisher Scientific GmbH, D-58239
 Schwerte) 
Taq-Polymerase mit Puffer E (hoch effizient) (Genaxxon bioscience GmbH, D-
 89077 Ulm) 
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2.3. Testorganismus – Japanischer Reiskärpfling (Oryzias latipes) 
 
Der japanische Reiskärpfling (Oryzias latipes), im folgenden Medaka genannt, gehört 
als echter Knochenfisch (Teleostei) zur Familie der Reisfische (Adrianichthyidae) (s. 
Tab. 2.3). 
Tab. 2.3: Klassifikationsschema des Medakas 
Reich Metazoa 
Stamm Chordata 
Unterstamm Vertebrata 
Klasse Actinopterygii 
Unterklasse Teleostei 
Ordnung Beloniformes 
Familie Adrianichthyidae 
Gattung Oryzias 
Art Oryzias latipes 
[EOL 2012] 
 
Der Medaka ist schwach gelblich gefärbt (s. Abb. 2.3). Er lebt in Süß- und 
Brackwassergebieten Nordasiens und Japans. Mit einer Körperlänge von 3-4 cm 
erreicht er ein Körpergewicht von 0,3-0,5 g. Im Labor liegt seine Lebenserwartung bei 
1,5-2 Jahren [Kinoshity M. et al., 2009]. 
 
 
Abb. 2.3: Medaka Paar aus Stammhaltung. 
(Männchen oberhalb, Weibchen unterhalb mit Eigelege [Original Faber]) 
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Das phänotypische Geschlecht des Medakas lässt sich anhand der unterschiedlich 
groß ausgeprägten Afterflossen bestimmen. Wie Abb. 2.4 zeigt, besitzt der 
männliche Medaka eine große rechteckige Afterflosse, die teilweise auch mit 
Papillaren versehen ist. Die Weibchen hingegen besitzen eine kleinere eher 
dreieckige Afterflosse, die keine Papillaren aufweist. Des Weiteren besitzen die 
Männchen eine stärker ausgeprägte Dorsalflosse, welche häufig auch Einkerbungen 
aufweist, die beispielsweise durch Balzkämpfe verursacht wurden. 
 
 
Abb. 2.4: Schematische Darstellung eines weiblichen (oben) und männlichen (unten) Medakas. 
(Gezeichnet von Yamamoto [Yamamoto 2008]) 
 
Als klassischer Gonochorist entwickelt der Medaka während der Gonadenreifung 
direkt männliches oder weibliches Gonadengewebe. Dies erlaubt bereits in frühen 
Entwicklungsstadien eine eindeutige Zuordnung des funktionellen Geschlechts [Saito 
D. et al., 2009]. Ungefähr 2-3 Monate nach Schlupf ist die Gonadenentwicklung 
abgeschlossen und der Medaka beginnt mit der Reproduktion [Kinoshita M. et al., 
2009]. In der Reproduktionsphase legt ein Weibchen fast täglich ca. 20-30 Eier ab. 
Dies geschieht meist in den ersten Stunden nach Sonnenaufgang [Grady A.W. et al., 
1991]. Die Eier verbleiben nach der Befruchtung noch mehrere Minuten bis zu 2 h an 
der Bauchseite des Weibchens kurz vor der Afterflosse. Danach streift das Weibchen 
die Eier beispielsweise an Pflanzen ab. 
 
Auf Grund der oben aufgeführten Eigenschaften eignet sich der Medaka sehr gut als 
Testorganismus zur Untersuchung diverser Forschungsansätze. In Laboratorien wird 
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der Medaka u.a. zur Untersuchung der Organogenese, zur Aufklärung genetischer 
Regelprozesse, bei Reproduktionsstudien und ökotoxikologischer Tests eingesetzt 
[Naruse K. et al., 2011]. 
 
Kurz vor dem Beginn dieser Dissertation wurde die Eignung des Medakas als 
Testorganismus zur Identifizierung und Charakterisierung von endokrinen 
Disruptoren in der zweiten Phase der OECD-Validierung für den FSDT geprüft. An 
diesem internationalen Ringversuch nahm das aquatische Labor der Bayer 
CropScience AG in Monheim teil. Nach Auswertung dieser Validierungsstudie wird 
der Medaka seit dem 28. Juli 2011 als geeigneter Testorganismus für chronische 
Fischtests zur Charakterisierung und Einschätzung endokriner Disruptoren in der 
OECD-Richtlinie 234 genannt [OECD-Richtlinie 234]. 
 
Ein Vorteil des Medakas gegenüber anderen geeigneten Fischarten zur Bestimmung 
endokriner Disruptoren, wie dem Zebrabärbling (Danio rerio), ist die Möglichkeit das 
genetische Geschlecht zu bestimmen. Bei Untersuchungen des Medaka-Genoms 
wurde im Jahr 2002 der genetische Code der Geschlechtsdifferenzierung zwischen 
weiblicher XX- und männlicher XY-Gensequenz entschlüsselt. Diese Sequenz ist als 
“DMY-Gen“ oder “dmrt1bY-Gen“ bekannt und ist das funktionelle Äquivalent des 
“Sry-Gens“ in Säugetieren [Matsuda M. et al., 2002]. Seit 2011 gibt es für die 
Dickkopfelritze (Pimephales promelas), die auch zur Bestimmung von EDs geeignet 
ist, die Möglichkeit zur Bestimmung des genetischen Geschlechts. Dies wurde für 
einen 40-jährigen Laborstamm publiziert [Olmstead A. W. et al., 2011]. 
 
Für die Untersuchungen im Rahmen der Dissertation wurden Medakas des „Cab wild 
type strain“ verwendet. Die Medakas dieses Stamms wurden im Jahr 2007 
freundlicherweise vom Frauenhofer-Institut für Umweltchemie und Ökotoxikologie 
(Auf dem Aberg 1, D-57392 Schmallenberg) bereitgestellt und befinden sich seitdem 
in der Haltung des aquatischen Labors der Bayer CropScience AG in Monheim 
(Alfred-Nobel-Straße 50, D-40789 Monheim am Rhein, Geb. 6620, BCS-D-EnSa-
Testing).  
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Die Stammhaltung der Medakas wurde bei 25 °C in 100 L-Aquarien gehalten. Die 
Durchflussrate in diesen Aquarien lag bei ca. 15 L/h. Arbeitstäglich wurden die 
Medakas zweimal mit Artemien Nauplien (Artemia salina) ad libitum sowie einmal mit 
TetraMin®-Flockenfutter gefüttert. Die Licht-/Dunkelperiode lag bei 16/8 h. Während 
der Lichtphase herrschte eine Lichtstärke von 540-1080 lux. 
 
2.4. Versuchsdesign – Fish-Full-Life-Cycle Test unter 
kontinuierlicher Exposition 
 
Der im Rahmen dieser Promotion durchgeführte in vivo FFLC-Test war an einen 
Entwurfsvorschlag der Richtlinie „Fish Two-Generation Test Guideline“ (Version: Fish 
Life-Cycle Test Guideline 8 November 2002) der VMG-eco und dem FFLC-Entwurf 
der OECD von 2008 angelehnt. Modifikationen waren: 
 
 Start F0-Generation mit ≤ 12 h alten befruchteten Eiern 
 Entnahme der Leber und Leberprobenvorbehandlungen zur Vitellogenin-
bestimmung 
 Geschlechtsbestimmung des genetischen Geschlechts mittels PCR-Methodik 
 
Dieser Test sollte frühe Entwicklungs-, Wachstums- und Reproduktionseffekte 
endokriner Disruptoren aufzeigen. Es handelte sich in diesem Fall um eine 
Erweiterung des FSDT´s nach OECD-Richtlinie 234, wobei die Exposition nach der 
Entwicklung der Fischlarven der F2-Generation beendet wurde (s. Abb. 2.5). Das 
Protokoll basierte auf der chemischen Dauerexposition des Testorganismus während 
seiner sensitivsten Geschlechtsentwicklungs- und Reproduktionsphase gegenüber 
EAS. 
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Zur Bestimmung der Einflussstärke der Testsubstanzen wurden vier Hauptbiomarker 
als Endpunkte gemessen. Diese vier Endpunkte waren: 
1. Vitellogeninkonzentrationen 
2. Geschlechterverhältnisse mittels histologischer Untersuchung der Gonaden 
3. Histologische Untersuchung der Gonadendifferenzierung 
4. Fertilitäts- und Fekunditätsraten der F0- und F1-Generation 
 
Als apikale Endpunkte wurden herangezogen: 
 Schlupfdauer 
 Schlupferfolg 
 Überlebensrate 
 Wachstum (Länge und Gewicht) 
 Genetisches Geschlecht 
 Phänotypische Geschlecht mittels Sexdifferenzierung durch sekundäre 
Geschlechtsmerkmale 
 
Zu Versuchsstart wurden frisch befruchtete Medaka Eier (≤ 12 h alt) von Brutpaaren 
aus der Stammhaltung eingesetzt (Ablauf s. 2.9.1). Zusätzliche experimentelle 
Bedingungen des Versuches werden im weiteren Verlauf des zweiten Kapitels 
beschrieben. 
 
2.5. Versuchsdesign – Fish-Sexual-Development-Test mit 
kurzzeitigen Expositionszeiträumen 
 
Parallel zum beschriebenen FFLC mit einer permanenten Exposition der 
Versuchstiere wurde ein FSDT mit kurzzeitigen Expositionszeiträumen durchgeführt. 
Im Rahmen des FSDT´s wurde an drei verschiedenen Zeitpunkten eine dreitägige 
Exposition mit den Testsubstanzen gestartet. Die Dauer eines Expositionszeitraumes 
betrug drei Tage (s. Abb. 2.5). Es wurde für jede Testsubstanz nur eine 
Konzentrationsstärke gewählt. 
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Die Expositionszeiträume wurden wie folgt festgelegt: 
 Behandlungsgruppe 1: 5-8 Tage nach Schlupf (dph) 
 Behandlungsgruppe 2: 15-18 dph 
 Behandlungsgruppe 3: 25-28 dph 
 
Die Studie war an den Entwurf des FSDT-Protokolls (Version: 01.07.2010) der VMG-
eco-group angelehnt, da zum Versuchsstart noch nicht die finalisierte OECD-
Richtlinie 234 vorlag. Modifikationen waren: 
 Kurzzeitige Exposition über jeweils drei Tage 
 Entnahme der Leber und Leberprobenvorbehandlungen zur Vitellogenin-
bestimmung 
 Geschlechtsbestimmung des genetischen Geschlechts mittels PCR-Methodik 
 
Dieser Test sollte Effekte endokriner Disruptoren auf frühe Phasen der Entwicklung, 
sexueller Differenzierung und Gonadenreifung aufzeigen. Es handelte sich in diesem 
Fall um eine Erweiterung der OECD-Richtlinie 210 „Fish, Early-Life Stage (ELS) 
Toxicity Test“ (OECD-Richtlinie 210), bei der die chronische Exposition nach der 
Entwicklung des phänotypischen Geschlechts beendet wird. Dies entspricht bei dem 
Testorganismus Medaka einem Zeitraum von 60 dph. In dem vorliegenden 
Versuchsdesign wurde jedoch durch die dreitägigen Expositionszeiträume versucht, 
ein mögliches Zeitfenster zu identifizieren, in dem sich der Medaka in der 
empfindlichen Phase der Geschlechtsentwicklung (sexual-sensitive-window) 
befindet. Die genannten Zeiträume wurden nach entsprechender Literaturrecherche 
festgelegt [Hartley W.R. et al., 1998; Koger C.S. et al., 2000; Andersen L. et al., 
2003]. 
 
Zur Bestimmung der Effektstärke der Testsubstanzen wurden drei Hauptbiomarker 
als Endpunkte gemessen. Diese drei Endpunkte waren: 
1. Vitellogeninkonzentrationen 
2. Geschlechterverhältnisse mittels histologischer Untersuchung der Gonaden 
3. Histologische Untersuchung der Gonadendifferenzierung  
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Als apikale Endpunkte wurden herangezogen: 
 Schlupfdauer 
 Schlupferfolg 
 Überlebensrate 
 Wachstum (Länge und Gewicht) 
 Genetisches Geschlecht 
 Phänotypisches Geschlecht mittels Sexdifferenzierung durch sekundäre 
Geschlechtsmerkmale 
 
Zu Versuchsstart wurden frisch befruchtete Medaka Eier (≤ 12 h alt) von Brutpaaren 
aus der Stammhaltung eingesetzt (Ablauf s. 2.9.1). Zusätzliche experimentelle 
Bedingungen des Versuches werden im weiteren Verlauf des zweiten Kapitels 
beschrieben. 
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Abb. 2.5: Zeitplan des FSDT´s und des FFLC´s anhand der Entwicklungszeitachse des Medakas 
FN: Startgeneration; FN+1/N+2: Folgegeneration; dph: Tage nach Schlupf; (Bild 1 & 3: [Original Faber]; Bild 2: [Digital Museum of Zoology, National 
Taiwan University 2012]) 
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2.6. Rekonstituiertes Testwasser 
 
Das rekonstituierte Testwasser, das in der Haltung und in den Versuchen 
Verwendung fand, wurde in großen Wassertanks aus demineralisiertem Wasser 
unter definierter Zugabe von ausgesuchten analytisch reinen Salzlösungen (s. Tab. 
2.4) hergestellt. Diese Vorgehensweise gewährleistete eine gleichbleibende 
Wasserqualität, die sich online z.B. durch die Messung des pH-Wertes und der 
Leitfähigkeit überprüfen ließ. Zusätzlich wurde das Testwasser (zweimal jährlich) auf 
Kontaminationen mit Schwermetallen wie z.B. Kupfer, Blei und Quecksilber 
untersucht. 
 
Das in beiden Versuchen verwendete rekonstituierte Testwasser besaß eine 
Temperatur von 25 ± 2 °C, eine Wasserhärte von ungefähr 2,7 °dH (± 0,3 °dH) und 
war bis zur maximalen Sauerstoffsättigung belüftet. 
 
Tab. 2.4: Ionenzusammensetzung des Testwassers 
Ionenart Konzentration [mmol/L] 
Ca2+ 0,384 
Mg2+ 0,096 
Na+ 0,148 
K+ 0,015 
Cl- 0,783 
HCO3- 0,148 
SO42- 0,096 
 
2.7. Versuchsbedingungen im Durchflusssystem 
 
Das Durchflusssystem bestand aus Schwebekörper-Durchflussreglern, ProMinentR 
mikro g/5a Dosierpumpen, Mischgefäßen, Verteilerspindeln, Auffangbehältern, 
Glasrohren und Aquarien. Die Mischgefäße, Verteilerspindeln, Auffangbehälter, 
Glasrohre und Aquarien bestanden aus chemisch inertem Laborglas.  
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Die Durchflussregler der Firma Krohne wurden auf einen definierten und kalibrierten 
Volumenstrom eingestellt. Über Silikon- und Teflonschläuche floss das rekonstituierte 
Testwasser in die Mischgefäße. Die Silikonschläuche wurden im Mischgefäßdeckel 
durch entsprechend breite Bohrungen fixiert. 
 
Die ProMinentR mikro g/5a Dosierpumpen förderten die Stammlösungen der beiden 
Testsubstanzen über Teflonschläuche in entsprechenden Fördervolumina in die 
Mischgefäße. Die Teflonschläuche waren ebenfalls durch entsprechend breite 
Bohrungen im Mischgefäßdeckel fixiert. 
 
Die Vermischung von Testwasser und Stammlösungen fand unter ständigem Rühren 
in den Mischgefäßen statt. Aus den Mischgefäßen floss das Wasser über ein 
Überflusssystem in die Verteilerspindeln. Jedes Mischgefäß besaß eine 
Verteilerspindel, die den Gesamtvolumenstrom in vier gleichmäßige 
Replikatvolumenströme aufteilte. Der aufgeteilte Volumenstrom des exponierten 
Testwassers wurde in Auffanggefäßen und anschließend über Glasrohre in die 
entsprechenden Aquarien geleitet. Die vier Aquarienreplikate besaßen eine 
Überlaufvorrichtung aus Edelstahlsieben versehen. Hier konnte überschüssiges 
Wasser abfließen. Die Aquarien standen in Auffangwannen innerhalb eines 
Regalsystems, die an einen Abfluss angeschlossen waren. 
 
Die Kalibrierung des Volumenstroms der Durchflussregler und die Verteilungsrate der 
Verteilerspindeln erfolgten vor Versuchsstart. Die Kalibrierung wurde durch auslitern 
des Volumenstroms über einen gewissen Zeitraum durchgeführt. Es wurde der im 
Versuch benötigte Volumenstrom (7 L/h in der Schlupf- und Wachstumsphase sowie 
14 L/h in der Reproduktions- und Halterungsphase) an den Durchflussreglern 
eingestellt und das in der Zeit geförderte Wasser an den Glasrohrleitungsenden 
aufgefangen und gewogen. 
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Nach OECD -Richtlinie 234 durfte der Ist-Gesamtvolumenstrom maximal ± 10% vom 
Soll-Volumenstrom abweichen. Bei Überschreitung des Grenzwertes wurde der 
Durchflussregler neu eingestellt und eine erneute Messung durchgeführt. 
 
Die maximal zulässigen Abweichungen der Verteilungsrate lagen bei ± 10% [EPA 
1996]. Eine Neuausrichtung der Verteilerspindeln fand bei Abweichungen in der 
Verteilungsrate > 10% statt und es erfolgte eine neue Kalibriermessung. Im FFLC 
wurde dies vor jedem Start der nächsten Generation durchgeführt. 
 
Die Kalibrierung der ProMinentR mikro g/5a Dosierpumpen erfolgte über 
Differenzmessung der Förderleistung in einem definierten Zeitintervall. Der 
geförderte Ist-Volumenstrom durfte bei der Kalibrierung nicht mehr als ± 3% vom 
Soll-Volumenstrom abweichen. Eine Nicht-Einhaltung dieser Grenzwerte führte zur 
Neueinstellung der entsprechenden Dosierpumpe und erneuten Messung. Während 
des Versuches diente eine Füllstandmarkierung der Stammlösungen an den 
Messkolben bzw. Schottflaschen der täglichen Überprüfung der Pumpleistung. Eine 
Abweichung vom Soll-Volumenstrom oder ein Ausfall der Pumpe führte zum 
Austausch der entsprechenden Dosierpumpe. 
 
Die Überprüfung des gesamten Durchflusssystems mit allen Komponenten erfolgte 
täglich und alle Arbeiten wurden notiert. 
 
Während der Schlupf- und Entwicklungsphase flossen kontinuierlich 7 L/h 
sauerstoffgesättigtes rekonstituiertes Wasser in die Mischgefäße der Kontrollen, der 
4tPP- und TR-Testkonzentrationen. Die Stammlösungen der Testsubstanz 4tPP 
wurden mit rekonstituiertem Wasser hergestellt und mit einer Rate von 28 mL/h 
gepumpt (Verdünnungsfaktor (Vf) 250). Die Stammlösungen der Testsubstanz TR 
wurden auch mit rekonstituiertem Wasser hergestellt und mit einer Rate von 7 mL/h 
gepumpt (Vf 1000). 
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Während der im FFLC untersuchten Reproduktions- und Haltungsphase wurden pro 
Replikat Brutpaare im Verhältnis 4 ♂: 6 ♀ bei einem Durchfluss von 14 L/h und einer 
je Testsubstanz verdoppelten Stammlösungsfördermenge gehalten. 
 
Die Aquarien in beiden Versuchen bestanden aus chemisch inertem Laborglas. 
Während der Schlupf- und Entwicklungsphase des Medakas befanden sich die 
Versuchsorganismen in ca. 15,5 cm breiten, ca. 16,0 cm tiefen, bis zum Abfluss ca. 
16,0 cm hohen und somit ca. 4 L fassenden Aquarien. Aus der genannten 
Durchflussrate ergaben sich daraus 10,5 Komplettwasserwechsel pro Tag in allen 
Aquarien. Innerhalb der Reproduktions- und anschließenden Haltungsphase wurden 
die Medakas in ca. 20,0 cm breiten, 43,0 cm tiefen, bis zum Abfluss 16,0 cm hohen 
und somit ca. 14 L fassenden Aquarien gehalten. Durch die genannte Durchflussrate 
ergab sich in diesem Aquarientyp ein sechsfacher Komplettwasserwechsel pro Tag 
in allen Aquarien. 
 
Alle Aquarien und Mischgefäße waren mit der entsprechenden 
Versuchsbezeichnung und Testkonzentration beschriftet. Zusätzlich waren die 
Aquarien mit der zugehörigen Replikatbezeichnung (A-D) versehen. Außerdem 
erfolgte die Positionierung der Testkonzentrationen im Regalsystem durch 
randomisierte Zuteilung der Aquarienstellplätze. Dies wurde vollzogen um 
raumabhängige Temperatur- als auch Lichtstärkeunterschiede innerhalb der 
Testkonzentrationen zu minimieren. Die Licht-/Dunkelphase lag bei 16/8 h. Während 
der Lichtphase herrschte eine Lichtstärke von 540-1080 lux. Die Kontrolle der 
Lichtstärke erfolgte vor und während des Versuches mehrfach und wurde ggf. 
korrigiert [OECD-Richtlinie 210]. 
 
Die Medaka Eigelege wurden in der Schlupfphase in Edelstahlröhren (Durchmesser 
5,5 cm) mit einem Edelstahlsieb (Lochdurchmesser 0,8 mm) inkubiert. Diese 
„Inkubationsbecher“ hingen in jedem Replikat an einem Wipp-Mechanismus herab. 
Um eine ausreichende Umspülung der Eigelege in den Inkubationsbechern zu 
gewährleisten, oszillierte der Wipp-Mechanismus zweimal pro Minute vertikal um ca. 
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3,0 cm. Der Antrieb dieses Mechanismus bestand aus einem langsam drehenden 
Elektromotor. 
 
Der Start des gesamten Durchflusssystems incl. Testsubstanzen erfolgte drei Tage 
vor Versuchsbeginn, damit eine ausreichende Sättigung aller Gerätschaften mit den 
Testsubstanzen gewährleistet war. 
 
Wöchentlich wurden die abiotischen Parameter pH-Wert, Temperatur und 
Sauerstoffgehalt bestimmt sowie aufgezeichnet. Der Sauerstoffgehalt und die 
Temperatur wurden mittels Oximeter ermittelt. Das verwendete Messgerät hatte 
sowohl einen Temperaturfühler als auch eine Sonde zur Bestimmung der 
Sauerstoffkonzentrationen. Dies ist notwendig, da die Sauerstoffsättigung 
temperaturabhängig ist. Der pH-Wert wurde mit einem pH-Meter bestimmt. Alle 
verwendeten Geräte wurden vor der jeweiligen Messung entsprechend kalibriert. Die 
Validitätskriterien der abiotischen Parameter wurden in Anlehnung an die OECD-
Richtlinie 234 wie folgt festgelegt: 
 
 pH-Wert 6,5-8,0 
 Temperatur [°C] 25 ± 2 
 Sauerstoffkonzentration [%] ≥ 60 
 Testkonzentration ± 20% von Nominal 
 
2.8. Ansatz der Testkonzentrationen und Begleitanalytik 
 
Die Analyse der Wasser- und Stammlösungsproben erfolgte laborextern durch 
folgende Abteilung der Bayer CropScience AG: 
 Development, Ecotoxicology, Laboratory for Aquatic Organisms, Building 
6620, Alfred-Nobel-Str.50, 40789 Monheim, Germany 
4tPP wurde mittels HPLC-UV Messung und TR wurde über eine LC-MS-MS-
Messung nachgewiesen.  
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2.8.1. Fish-Full-Life-Cycle – Stammlösungsansatz 
 
Die fünf nominalen Testkonzentrationen der 4tPP-Behandlungsgruppen lagen bei 
25,0, 50,0, 100, 200 und 400 µg/L. 
Die folgenden wässrigen Stammlösungen wurden mit rekonstituiertem Wasser 
angesetzt: 
 
Tab. 2.5: Ansatzschema 4tPP-Stammlösung 
Bezeichnung 
Einwaage 
[mg] 
Volumen 
[L] 
Nominalkonzentration 4tPP [mg a.s./L] 
SL 4tPP 1 31,3/62,6 5/10 6,25 
SL 4tPP 2 62,6/125 5/10 12,5 
SL 4tPP 3 125/251 5/10 25,0 
SL 4tPP 4 251/501 5/10 50,0 
SL 4tPP 5 501/1002 5/10 100 
SL: Stammlösung; a.s.: aktive Substanz 
 
Die Stammlösungen jeder Serie wurden alle sieben Tage neu angesetzt und über 
Nacht bei 60 °C gerührt. Danach wurden die Stammlösungen über Nacht auf 
Raumtemperatur abgekühlt und stetig weitergerührt. Der durchschnittliche 
Stammlösungsverbrauch lag in der Schlupf- und Entwicklungsphase bei 672 mL/d. In 
der Reproduktions- und Haltungsphase lag der Stammlösungsverbrauch bei       
1344 mL/d. Aus diesem Grund war eine wöchentliche Auswechslung der 4tPP-
Stammlösungen notwendig. 
 
Die zwei nominalen Testkonzentrationen für die TR-Behandlungsgruppen lagen bei 
25,0 und 50,0 ng/L. Für den Ansatz der entsprechenden Stammlösungen musste 
folgende Urstammlösung (SL TR1) mit rekonstituiertem Wasser hergestellt werden: 
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Tab. 2.6: Ansatzschema TR-Urstammlösung 
Einwaage 
[mg] 
Volumen 
[L] 
Nominalkonzentration 
TR [mg a.s./L] 
12,6 2 6 
a.s.: aktive Substanz 
 
Die Urstammlösung wurde zwei Tage vor Gebrauch angesetzt und dauerhaft bei    
30 °C gerührt. Eine Urstammlösung konnte für drei Stammlösungsansätze verwendet 
werden. Die Stammlösungen wurden wie folgt aus der Urstammlösung angesetzt: 
 
Tab. 2.7: Ansatzschema TR-Stammlösung 
Bezeichnung 
Volumen von 
SL TR1 [mL] 
Volumen 
[L] 
Nominalkonzentration 
TR [µg a.s./L] 
SL TR-2 8,33/20,8 2/5 25,0 
SL TR-3 16,7/41,6 2/5 50,0 
SL: Stammlösung; a.s.: aktive Substanz 
 
Die Stammlösungen jeder Serie wurden alle 11 Tage neu angesetzt und bei 
Raumtemperatur am Tag des Stammlösungswechsels gerührt. Der durchschnittliche 
Stammlösungsverbrauch lag in der Schlupf- und Entwicklungsphase bei 168 mL/d 
und in der Reproduktions- und Haltungsphase bei 336 mL/d. Die TR-Stammlösungen 
mussten daher alle 11 Tage gewechselt werden. 
 
2.8.2. Fish-Sexual-Development-Test – Stammlösungsansatz 
 
Im Gegensatz zum FFLC wurde im FSDT je Testsubstanz nur eine nominale 
Testkonzentration verwendet. Diese lag für 4tPP bei 400 µg/L und für TR bei         
100 ng/L. 
 
Die 4tPP Stammlösung wurde wie folgt angesetzt (Ablauf s. 2.8.1): 
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Tab. 2.8: Ansatzschema 4tPP-Stammlösung 
Bezeichnung Einwaage [mg] 
Volumen 
[L] 
Nominalkonzentration 
4tPP [mg a.s./L] 
SL 4tPP 5 501 5 100 
SL: Stammlösung; a.s.: aktive Substanz 
 
Die TR-Stammlösung wurde aus der Urstammlösung (SL TR1) wie folgt angesetzt 
(Ablauf s. 2.8.1): 
 
Tab. 2.9: Ansatzschema TR-Stammlösung 
Bezeichnung 
Volumen von 
SL TR1 [mL] 
Volumen 
[L] 
Nominalkonzentration 
TR [µg a.s./L] 
SL TR-2 33,3 2 100 
SL: Stammlösung; a.s.: aktive Substanz 
 
Durch den kurzen Expositionszeitraum und der damit verbundenen geringen 
Verbrauchsmenge der jeweiligen Stammlösungen von 4tPP sowie TR mussten je 
Testsubstanz nur drei Stammlösungen angesetzt werden. Bei TR fand die 
entsprechende Urstammlösung des FFLC´s Verwendung. 
 
2.8.3. Probenahme zur Begleitanalytik 
 
Einmal wöchentlich wurden im FFLC Wasserproben aus den Aquarien gezogen, um 
die realen Testkonzentrationen der Testsubstanzen durch anschließende 
Analyseverfahren zu bestimmen. Die Entnahme der Wasserprobe pro Replikat 
erfolgte in alternierender Reihenfolge der Replikate A bis D. Dabei wurde durch eine 
Glasvollpipette in der Mitte der Wassersäule eines Aquariums zweimal 
(Doppelprobe) ein Volumen von 20 mL entnommen. Jede gezogene Wasserprobe 
wurde mit 20% Acetonitril (5 mL) gegenüber Gesamtprobenvolumen stabilisiert. Die 
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weitere Lagerung der Wasserproben bis zu der analytischen Untersuchung fand bei  
-20 °C statt. Alle Wasserproben wurden entsprechend beschriftet. 
 
Im FSDT erfolgte die Entnahme der Wasserproben nicht wöchentlich. Die 
Probenahme war an den Versuchsablauf angepasst. Es wurden jeweils zum 
Versuchsstart, kurz vor der Exposition und am Versuchsende Wasserproben 
gezogen. In den Expositionszeitfenstern erfolgte die Probenahme der entsprechend 
exponierten Replikate für analytische Untersuchungen täglich. Zusätzlich wurde eine 
Wasserprobe drei Tage nach dem jeweiligen Expositionszeitfenster gezogen. Alle 
Wasserproben wurden mit 20% Acetonitril (5 mL) gegenüber Gesamtprobenvolumen 
stabilisiert. Die weitere Lagerung der Wasserproben bis zu der analytischen 
Untersuchung fand bei -20 °C statt. Alle Wasserproben wurden doppelt gezogen und 
entsprechend beschriftet. 
 
In beiden Versuchen wurden die Stammlösungskonzentrationen nach Ansatz durch 
eine Stammlösungsprobe untersucht. Es wurden wie bei den Wasserproben zwei 
mal 20 mL durch eine Glasvollpipette entnommen und mit 20% (5 mL) Acetonitril 
gegenüber Gesamtprobenvolumen stabilisiert. Die weitere Lagerung der 
Stammlösungsproben bis zur analytischen Untersuchung fand bei -20 °C statt. Alle 
Stammlösungsproben wurden entsprechend beschriftet. 
 
2.9. Biologische Versuchsarbeiten 
 
2.9.1. Paarung der Elterntiere und Abstreifen der Eigelege 
 
Die unbelasteten Brutpaare (Elterntiere) für den FFLC und FSDT befanden sich in 
dem Verhältnis 2 ♂: 3 ♀ drei Tage vor Versuchsbeginn in insgesamt 16 
Durchflussbecken mit einem Fassungsvermögen von je 15 L. Die Wassertemperatur 
lag bei 27 ± 1 °C. Um Kontaminationen der Elterntiere mit den Prüfsubstanzen zu 
vermeiden, wurden die Elterntiere in einem separatem Raum gehalten. Durch eine 
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Temperaturerhöhung von +2 °C gegenüber der Stammhaltung wurde bei den 
Medakas ein Laichreiz induziert [Denny J. et al., 1991]. 
 
Die frisch befruchteten Eigelege wurden vorsichtig von den weiblichen Medaka 
abgestreift. Hierzu wurde ein Papiereinwegtuch mit entsprechendem rekonstituiertem 
Testwasser angefeuchtet und das gefangene Weibchen auf dem Rücken liegend 
darauf abgelegt. Danach wurde das Eigelege vorsichtig mittels Daumen und 
Zeigefinger gegriffen und abgenommen. Die durch Proteinfäden gut 
aneinanderhaftenden Eier wurden in ein Becherglas mit demselben Testwasser 
überführt aus dem die Elterntiere entnommen wurden. Das entsprechende Medaka 
Weibchen wurde anschließend wieder zurück in das Aquarium gesetzt [Grady A.W. 
et al., 1991]. 
 
2.9.2. Fertilitätskontrolle und Einsatz der Eier vor Versuchsstart 
 
Die frisch abgesammelten Eigelege wurden in Bechergläsern in ein auf 25 ± 1 °C 
temperiertes Wasserbad überführt. In den folgenden 1-2 h entwickelten sich die 
befruchteten Eier weiter, während bei den unbefruchteten Eiern keinerlei 
Entwicklungsschritte auftraten. In Abb. 2.6 ist ein befruchtetes (A) und ein 
unbefruchtetes (B) Medaka Ei abgebildet. 
  
Abb. 2.6: Befruchtetes (A) und unbefruchtetes (B) Medaka Ei. 
[Original Faber] 
A B 
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Nach der erwähnten Inkubationszeit wurden die Eigelege nacheinander unter einem 
Stereoskop in einer Einwegpetrischale untersucht. Dabei wurden die einzelnen Eier 
in fertile und infertile Eier unterteilt. Abschließend wurden infertile Eier aussortiert und 
nur die benötigten fertilen Eier weiterverwendet. Durch Zählung der in- und fertilen 
Eier wurde die Fertilitäts- und Fekunditätsrate bestimmt. 
 
Um eine zufällige Verteilung der fertilen Eier der Elterntiere in die spätere 
Testkonzentration zu gewährleisten, wurden die fertilen Eier nach einer 
Randomisierungsliste den entsprechenden Testkonzentrationen zugeteilt. Ein 
Replikat wurde mit 30 Eiern besetzt. Hierzu verteilte man die Eier mit einer 
Pasteurpipette oder einer Pinzette jeweils in Fünfer-Paketen in den entsprechenden 
Inkubationsbecher. 
 
2.9.3. Betreuung der Schlupfphase 
 
Während der ca. 14-tägigen Schlupfphase wurden die Eier zweimal täglich auf 
Verpilzungen und atypische Entwicklung untersucht. Verpilzte oder abgestorbene 
Eier wurden mittels Pinzette oder Pasteurpipette entfernt. Diese Entnahmen wurden 
in einem entsprechenden Boniturzettel vermerkt. Nach 14 Tagen wurden die noch 
nicht geschlüpften Eier in ein entsprechend beschriftetes Becherglas mit gleichem 
Testmedium, wie es im Aquarium vorzufinden war, überführt. Diese Arbeit wurde 
vollzogen, damit eine bessere Kontrolle des Schlupfvorganges möglich war. Zudem 
scheint es beim Medaka durch einen induzierten Lichtreiz zu einem simultanen 
Schlupf zu kommen. Diese Vermutung liegt nahe, da im Inkubationsbecher eine 
etwas geringere Lichtintensität vorherrschte als in einem Becherglas. Geschlüpfte 
Larven wurden nun vorsichtig mittels Einweg-Plastikpipetten in das Aquarium 
überführt. Einen Tag nach Schlupf begann die Fütterung der Larven. Die 
Schlupfphase galt als beendet, sobald ≥ 90% aller Larven der noch intakten Eier in 
der Kontrolle des jeweiligen Versuchs geschlüpft waren. 
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2.9.4. Betreuung der Entwicklungs- und Reproduktionsphase 
 
Die geschlüpften Fischlarven wurden ad libitum mit lebenden Artemia-Nauplien 
(Artemia salina) gefüttert. Hierzu wurde das Lebendfutter arbeitstäglich dreimal und 
an Wochenenden zweimal täglich verfüttert. Die juvenilen bzw. adulten Medaka 
wurden arbeitstäglich zweimal täglich mit Artemia-Nauplien (Artemia salina) und 
einmal täglich mit TetraMin®-Flockenfutter ad libitum gefüttert. Am Wochenende 
wurden zweimal täglich Artemia-Nauplien (Artemia salina) gefüttert. 
 
Alle Aquarien wurden bei Bedarf von nicht konsumierten Futterresten und Faeces 
gesäubert, um ein mikrobielles Wachstum innerhalb des Durchflusssystems gering 
zu halten. Die larvalen, juvenilen und adulten Medaka wurden täglich auf abnormales 
Verhalten, Wachstumsschäden (z.B. Wirbelsäulenverkrümmungen) und Mortalität 
untersucht. Tote Medaka wurden anschließend aus den Aquarien entfernt. 
 
Während der Reproduktionsphase in der F0- und in der F1-Generation, die ca. 80 dph 
im FFLC begann, wurden die beschriebenen Arbeiten in allen Aquarien weiterhin 
durchgeführt. Zum Start der Reproduktionsphase wurden im Verhältnis 4 ♂: 6 ♀ pro 
Replikat aus den 4 L-Aquarien in 15 L-Aquarien überführt. Die Auswahl der Medakas 
geschah zufällig. Die restlichen Fische wurden weiterhin in den 4 L-Aquarien 
gehalten. Die Fertilitäts- und Fekunditätsrate jedes Brutpaares wurde nun für ca.     
21 Tage untersucht (Ablauf s. 2.9.2). Nach diesem Zeitraum wurde, wenn möglich, 
aus jedem Replikat die Tiere für den entsprechenden Parallelansatz der 
Folgegeneration (F1- und F2-Generation) gestartet. Konnte dies, auf Grund von zu 
wenigen Eiern, nicht an einem Tag stattfinden (30 Eier/Replikat), wurde die Differenz 
an Eiern am Folgetag eingesetzt. 
 
Alle Fische der jeweiligen Elterngenerationen wurden nun in den 15 L-Aquarien 
gehalten (Haltungsphase) bis die Folgegeneration erfolgreich geschlüpft und in der 
juvenilen Wachstumsphase stabil war.  
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2.10. Testende 
 
Zum Testende der F0-, F1- und F2-Generation des FFLC´s sowie des FSDT´s wurden 
die Medakas der einzelnen Kontrollen bzw. Behandlungsgruppen nacheinander 
untersucht. Da es nicht möglich war alle Versuchstiere jeglicher Replikate an einem 
Tag abzubauen, wurde dies nacheinander an vier Tagen nach Replikatfolge A-D 
durchgeführt. Die Tiere wurden einzeln mittels MS-222-Lösung eingeschläfert und 
anschließend die entsprechenden Auswertungen vorgenommen. Es wurde darauf 
geachtet, dass alle Versuchstiere zeitnah behandelt wurden. 
 
Bis auf die Medakas aus der F2-Generation des FFLC´s, welche nur vermessen und 
gewogen wurden, wurden die in den folgenden Kapiteln beschriebenen Parameter 
bei den Versuchstieren erfasst. 
 
2.10.1. Entwicklungsendpunkte 
 
Die wachstumsbezogenen Endpunkte Körperlänge und Körpergewicht wurden 
mittels digitaler Messinstrumente erfasst. Die verwendeten Messinstrumente wurden 
vor dem Gebrauch mittels geeichter Längen bzw. Gewichten entsprechend kalibriert. 
Die Körperlänge wurde mittels der Standardlänge (Maulspitze bis 
Schwanzflossenansatz), wie es in Abb. 2.7 dargestellt ist, durch einen digitalen 
Messschieber ermittelt. 
 
Abb. 2.7: Standardlänge bei Medaka. 
(bearbeitet: Gezeichnet von Yamamoto [Yamamoto 2008])  
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Das Feuchtgewicht wurde, nach kurzem Abtupfen der Fische auf einem 
Papiereinwegtuch, mit einer Feinwaage bestimmt. 
 
2.10.2. Phänotypische Geschlechtsbestimmung 
 
Nach der Erfassung der Wachstumsparameter Körperlänge und Körpergewicht 
wurde das phänotypische Geschlecht des Medakas mit Hilfe eines digitalen 
Mikroskops anhand der Afterflossenform bestimmt. Dabei wurde jeder Medaka 
einzeln fotografiert, um das sekundäre Geschlechtsmerkmal zu dokumentieren. 
 
2.10.3. Vitellogeninbestimmung mittels ELISA-Verfahren 
 
Zur Bestimmung der Vitellogeninkonzentration innerhalb der Leber des Medakas 
wurde eine spezifische ELISA der Firma Biosense® verwendet. Die Entnahme der 
Leber erfolgte mit Hilfe chirurgischer Scheren und Pinzetten. Dem unter einem 
Binokular auf dem Rücken liegenden und fixierten Versuchstier wurde durch einen 
vertikalen Schnitt in einem Bereich hinter den Kiemendeckeln und vor den 
Brustflossen der Bauchraum geöffnet. Die Eröffnung der weiteren Körperhöhle 
erfolgte von dieser Schnittkante nun horizontal in Richtung des Anus. Bei diesen 
Schnitten musste darauf geachtet werden, dass keine inneren Organe beschädigt 
wurden. Der nun geöffnete Bauchraum wurde mit einer Pinzette 
auseinandergedrückt, um die Leber lokalisieren zu können. Die Leber wurde mit 
einer weiteren Pinzette entnommen und von überflüssigem Fettgewebe gesäubert. 
Die Gewichtsbestimmung der Leber erfolgte in einem austarierten Safe-Lock Tube, 
welches danach bis zur Lagerung bei -80 °C auf Trockeneis aufbewahrt wurde. 
 
Vor der anschließenden Homogenisierung der Leberproben wurden diese auf Eis 
liegend aufgetaut. Der Homogenisierungsschritt erfolgte mechanisch durch 
Micromörser in einem von der Firma Biosense® mitgeliefertem 
Homogenisierungspuffer (HP) unter Zugabe von Aprotinin, als Protease-inhibitor. Der 
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HP wurde mit einer Aprotininkonzentration von 2 TIU Aprotinin/mL angesetzt. Zu 
jedem mg Lebergewicht wurden 50 µL des angesetzten HP´s incl. Aprotinin pipettiert. 
Danach wurde die Leber gemörsert. 
 
Das hergestellte Leberhomogenat (LH) wurde bei 4 °C für 10 min bei 13.000 g 
zentrifugiert. Der Überstand der Probe wurde auf Eis gekühlt, in 3 Aliquote aufgeteilt 
und wiederum bei -80 °C bis zur ELISA Vitellogeninbestimmung gelagert. 
 
Die Bestimmung der Vitellogeninkonzentration wurde durch eine mit der Firma 
Biosense® abgesprochene Modifizierung bei der Probenverdünnung und 
Probenauftragung gegenüber der Standardarbeitsweise im Handbuch des ELISA 
Test-Kits durchgeführt [Biosense® 2006]. Pro Replikat wurden 12 Medakas zufällig 
ausgesucht. Es wurden jeweils 6 ♂ und 6 ♀ nach Bestimmung des phänotypischen 
Geschlechts ausgewählt. 
 
Die Verdünnung der Proben in HP ohne Aprotininzugabe lag in der F0-Generation 
des FFLC´s und dem FSDT bei 1:30, 1:300 und 1:1.500 (Ausnahme 4tPP4-D und 
4tPP5-A bis 4tPP5-D: 1:30, 1:600 und 1:3.000). Bei der Vorbereitung der 
Leberproben aus der F1-Generation des FFLC´s wurde eine Verdünnung der Proben 
von 1:100, 1:600 und 1:3.000 durchgeführt. Diese Vorgehensweise beruht auf der 
Erfahrung aus der Messung der Vtg-Konzentrationen der F0-Generation und des 
FSDT´s. 
 
Anschließend wurde pro Microtiterplatte eine Standardreihe mit Vtg-Standardlösung 
und 12 Leberproben mit je einer Doppelbestimmung der hergestellten Verdünnungen 
aufgetragen. Alle restlichen Arbeitsschritte stimmen mit den Standardarbeitsweisen 
im Handbuch überein. Die Extinktionsmessung der Microtiterplatten fand in einem 
Sunrise-Reader der Firma Tecan® statt. 
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2.10.4. Histologische Geschlechtsbestimmung 
 
Zur Bestimmung des funktionellen Geschlechts der Versuchstiere (FFLC: F0- und F1-
Generation; FSDT) wurde eine histopathologische Untersuchung der Gonaden 
durchgeführt. Diese Untersuchung wurde jeweils an 5 ♂- und 5 ♀-phänotypischen 
Medakas der bereits zur Vitellogeninbestimmung zufällig ausgewählten 
Versuchstiere (6 ♂ und 6 ♀) durchgeführt. Herstellung, Betrachtung und Beurteilung 
der Gonadenschnittpräparate wurde von Frau Dr. Ruehl-Fehlert und ihrer 
Arbeitsgruppe durchgeführt (Bayer HealthCare – Bayer Pharma AG, GDD-GED-
Toxicology, Pathology & Clinical Pathology, D-42096 Wuppertal). 
 
Bei der im Labor durchgeführten Probenfixierung wurde der durch die 
Leberentnahme bereits geöffnete Tierkörper in eine entsprechend mit 
Versuchstiernummer beschriftete Histosette® überführt und für 24 h in einen mit 
Davidson-Fixierlösung gefüllten 1 L-Plastikcontainer gelegt (pro Replikat wurde ein 
Plastikcontainer verwendet). Nach 24 h fand eine Umbettung der Proben in 10%iges 
Formalin statt. 
 
Während der anschließenden Untersuchungen der Gonaden wurden die Proben in 
einem Einbettautomaten entwässert und in Paraplast überführt. Aus den 
Paraffinblöcken wurden Schnittpräparate erstellt. Im weiteren Verlauf der 
histologischen Probenbearbeitung wurden die erstellten Schnitte mit Hematoxylin 
und Eosin angefärbt sowie abschließend untersucht. 
 
2.10.5. Genetische Geschlechtsbestimmung 
 
Zur Bestimmung des genetischen Geschlechts wurde eine Polymerase-Chain-
Reaction (PCR) zur Identifizierung des DMY-Gens herangezogen. Diese 
Bestimmung wurde von DNA-Proben aus Gewebestücken der After- bzw. 
Rückenflosse durchgeführt. Das durch eine chirurgische Schere abgetrennte 
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Flossengewebe wurde für jedes Versuchstier einzeln separiert und bis zur weiteren 
Probenbearbeitung bei -80 °C gelagert. Es wurden 10 Versuchstiere aus jedem 
Replikat untersucht. Die Versuchstiere sind identisch mit denen aus der 
histologischen Untersuchung des funktionellen Geschlechts. 
 
Bei der Probenaufbereitung nach OECD-Richtlinie 234 wurden die Zellen chemisch 
wie mechanisch lysiert und die DNA aus den Zellen extrahiert. Hierzu wurden die 
Flossengewebeproben jeweils mit 100 µL PCR-Lösung 1 versetzt und anschließend 
mittels Micromörser mechanisch aufgebrochen. Die so behandelten Proben wurden 
anschließend 15 min in einem Thermoschüttler bei ca. 99 °C erhitzt. Anschließend 
wurden 100 µL PCR-Lösung 2 in die noch heißen Proben pipettiert. Die Proben 
wurden danach 15 min bei Raumtemperatur unter gelegentlichem Schütteln inkubiert 
und anschließend nochmals für 15 min bei ca. 99 °C erhitzt. Abschließend wurden 
die Proben bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C für mindestens 24 h gelagert. 
 
Vor der PCR-Analyse wurden die entsprechenden tiefgekühlten Proben auf Eis 
aufgetaut und 30 sec bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die aufbereitete DNA befand sich 
danach im durchsichtigen Überstand. 
 
Die DNA-Probe wurde in folgendes Pipettier-Schema eines 25 µL Master-Mix 
gegeben: 
 4 µL dNTP´s (Mix aus Actin, Thymin, Guanin und Cytosin) 
 2,5 µL Puffer 
 1,25 µL DMSO (optional) 
 0,5-1,0 µL Primer forward 
 0,5-1,0 µL Primer backward 
 X µL Probe 
 Restvolumen für 25 µL Gesamtvolumen an Millipore H2O 
 0,3 µL Polymerase 
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Vor dem Start der jeweiligen PCR wurden die gerade beschriebenen Proben in ihren 
Reaktionsgefäßen kurz geschüttelt, zentrifugiert und anschließend in einen 
Mastercycler gestellt. 
 
2.10.5.1. Bestimmung des Actin-Gens 
 
Für die Kontrolle, ob genügend DNA-Material in der Probe vorhanden war, wurde das 
Actin-Gen der DNA nachgewiesen. Actin-Sequenzen weisen nach 
elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel eine spezifische Bande auf. 
 
Als Negativ-Kontrolle wurde Millipore H2O herangezogen. 
Mastercycler-Programm: 
 5 min 94 °C 
 Zyklus (35-mal): 
o Denaturierung   45 sec bei 94 °C 
o Annealing   45 sec bei 56 °C 
o Elongation    90 sec bei 72 °C 
 15 min 72 °C 
 
Primer: 
 M act 1(upper)   TTC AAC AGC CCT GCC ATG TA 
 M act 2(lower)   GCA GCT CAT AGC TCT TCT CCA GGG AG 
 
2.10.5.2. Bestimmung des DMY-Gens 
 
Zur Bestimmung des genetischen Geschlechts, wurde das DMY-Gen des Medakas 
nachgewiesen. Die männliche Probe ergab eine spezifische Bande, die mit einer 
bekannten männlichen Probe als Positivkontrolle bestätigt wurde.  
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Als Negativ-Kontrolle wurde eine bekannte weibliche DNA-Probe herangezogen. 
Mastercycler-Programm: 
 5 min 94 °C 
 Zyklus (35-mal): 
o Denaturierung   45 sec bei 94 °C 
o Annealing   45 sec bei 56 °C 
o Elongation    90 sec bei 72 °C 
 10 min 72 °C 
 
Primer: 
 DMTYa (upper)   GGC CGG GTC CCC GGG TG 
 DMTYb (lower)   TTT GGG TGA ACT CAC ATG G 
 
2.10.5.3. Elektrophorese, DNA-Bandenfärbung und -nachweis 
 
Zur Auftrennung der im Mastercycler entstandenen DNA-Banden wurde eine 
Gelelektrophorese verwendet. Bevor die Probe in einem 1%igem Agarosegel 
aufgetragen wurde, musste diese mit 1 µL Blaupuffer angefärbt werden, um den 
Verlauf der Proben im Gel verfolgen zu können. 
 
Nach der Probenfärbung wurde ein Aliquot der Probe (15 bis 17 µL) in das 
Agarosegel aufgetragen und bei 200 V für 35 min in einer Elektrophoresekammer 
(biostep) aufgetrennt. 
 
Nach Auftrennung der DNA-Banden wurde das Gel mit dest. Wasser gewaschen und 
in einer Ethidium-Bromid-Lösung (15-20 min) gefärbt. Anschließend wurden die 
DNA-Banden auf einem UV-Transilluminator (biostep) bei 312 nm sichtbar gemacht 
und photographisch dokumentiert. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 
 
In diesem Kapitel werden die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse 
vorgestellt und diskutiert. Es werden zuerst die Rahmenbedingungen des 
Durchflusssystems betrachtet. Danach werden die biologischen Ergebnisse des 
chronischen FFLC´s und des FSDT´s unter kurzzeitiger Exposition berichtet. 
 
Die für die verschiedenen Endpunkte ermittelten Daten wurden mit statistischen 
Analyseverfahren ausgewertet. Die statistische Analyse wurde mit einer Computer-
basierten Software (TOXRAT® Professional Version 2.10) durchgeführt. Das 
Programm wurde von der Firma ToxRat Solutions GmbH, D-52477 Alsdorf, 
entwickelt und validiert. Die angegebenen Ergebnisse wurden auf einem 95%igem 
Vertrauensniveau (Irrtumswahrscheinlichkeit α = 0,05) ausgewertet. War eine 
einseitig gerichtete Auswirkung des Substanzeffektes zu erwarten (Erhöhung bzw. 
Erniedrigung eines Messwertes), wurde ein einseitig größeres bzw. einseitig 
kleineres Testkriterium festgelegt. Anderenfalls wurde ein zweiseitiges Testkriterium 
gewählt. 
 
Die quantalen Daten bzgl. der Schlupf-, Überlebensrate (juvenile Larven bis adulte 
Larven) und die Fertilitätsraten der Eigelege (Reproduktionsphase) wurden vor der 
statistischen Analyse „arcsin“ (Arcussinus) transformiert. Alle metrischen Daten 
blieben, wenn eine homogene Verteilung der Varianzen vorlag, unverändert. 
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3.1. Durchflusssystem 
 
Die Funktion des Durchflusssystems wurde, wie beschrieben, wöchentlich 
kontrolliert. Es wurden der pH-Wert, die Temperatur (Temp.), die 
Sauerstoffkonzentration (O2) und die Testsubstanzkonzentration bestimmt. 
 
3.1.1. Begleitanalytik des FFLC´s 
 
In den Tab. 3.1 bis Tab. 3.3 sind die analytischen Ergebnisse der Wasserproben des 
FFLC´s mit 4tPP im Zeitraum der F0- bis F2-Generation präsentiert. Für die Replikate 
A-D sind die Mittelwerte (MW) dargestellt. Auf Basis dieser Werte sind die Mittelwerte 
für die jeweilige Konzentration und die entsprechende Standardabweichung (SA) 
abgebildet. Zusätzlich wird die prozentuale Wiederfindung bezogen auf die 
Nominalkonzentrationen angegeben. Die einzelnen Messwerte der Wasserproben 
können dem Anhang 6.1 entnommen werden. 
 
Tab. 3.1: Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen innerhalb der F0-
Generation* 
Repl. 
Contr.-1 
[µg/L] 
Nominalkonzentration 4tPP [µg a.s./L] 
25 50 100 200 400 
Gemessene 4tPP-Konzentration [µg a.s./L] 
A < 6,25 20,1 44,4 88,6 208 370 
B < 6,25 19,6 43,4 88,5 210 360 
C < 6,25 23,5 43,5 90,7 205 356 
D < 6,25 23,6 42,8 87,3 201 346 
MW - 21,5 43,5 88,9 206 358 
SA - 5,06 4,36 8,86 15,1 26,9 
% von 
Nominal 
- 85,9 87,1 88,9 103 89,5 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.1 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert von 4 Replikaten; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts von 4 Replikaten; -: keine Angabe 
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Tab. 3.2: Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen innerhalb der F1-
Generation* 
Repl. 
Contr.-1 
[µg/L] 
Nominalkonzentration 4tPP [µg a.s./L] 
25 50 100 
Gemessene 4tPP-Konzentration [µg a.s./L] 
A < 6,25 20,8 43,2 82,1 
B < 6,25 19,6 43,4 84,2 
C < 6,25 22,2 42,7 82,7 
D < 6,25 21,7 39,2 80,0 
MW - 21,1 42,2 82,2 
SA - 2,91 7,08 12,0 
% von 
Nominal 
- 84,4 84,3 82,2 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.1 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert von 4 Replikaten; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts von 4 Replikaten; -: keine Angabe 
 
Tab. 3.3: Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen innerhalb der F2-
Generation* 
Repl. 
Contr.-1 
[µg/L] 
Nominalkonzentration 4tPP [µg a.s./L] 
25 50 100 
Gemessene 4tPP-Konzentration [µg a.s./L] 
A < 6,25 23,0 42,0 84,0 
B < 6,25 22,8 41,6 84,8 
C < 6,25 21,1 42,1 86,5 
D < 6,25 30,1 42,7 89,5 
MW - 23,4 42,0 85,7 
SA - 3,27 1,66 2,96 
% von 
Nominal 
- 93,7 83,9 85,7 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.1 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert von 4 Replikaten; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts von 4 Replikaten; -: keine Angabe 
 
Die in den Tab. 3.1 bis Tab. 3.3 präsentierten analytischen Ergebnisse der 
Wasserproben (F0 bis F2) belegen, dass die Versuchstiere während des gesamten 
Versuchszeitraums gegenüber den nominell genannten 4tPP-Konzentrationen 
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exponiert wurden. Die Abweichungen von der Nominalkonzentration lagen hierbei im 
angestrebten Schwankungsbereich von ± 20% der Nominalkonzentration. 
 
In den Tab. 3.4 bis Tab. 3.6 sind die analytisch bestimmten TR-Konzentrationen der 
Wasserproben für die F0-, F1- und F2-Generation gelistet. Die Darstellung erfolgt in 
gleicher Weise wie in Tab. 3.1 bis Tab. 3.3. In Anhang 6.1 sind die einzelnen 
Messwerte der Wasserproben zum jeweiligen Studientag ersichtlich. 
 
Tab. 3.4: Nominale und gemessene TR-Konzentrationen innerhalb der F0-
Generation* 
Repl. 
Contr.-2 
[ng/L] 
Nominalkonzentration TR [ng a.s./L] 
25 50 
Gemessene TR-Konzentration [ng a.s./L] 
A < 12,5 16,4 32,3 
B < 12,5 14,4 35,4 
C < 12,5 15,6 34,6 
D < 12,5 13,7 34,1 
MW - 15,1 34,2 
SA - 4,60 9,60 
% von 
Nominal 
- 60,1 68,4 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.1 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert von 4 Replikaten; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts von 4 Replikaten; -: keine Angabe 
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Tab. 3.5: Nominale und gemessene TR-Konzentrationen innerhalb der F1-
Generation* 
Repl. 
Contr.-2 
[ng/L] 
Nominalkonzentration TR [ng a.s./L] 
25 
Gemessene TR-Konzentration [ng a.s./L] 
A < 12,5 15,4 
B < 12,5 12,9 
C < 12,5 14,5 
D < 12,5 17,6 
MW - 14,9 
SA - 6,88 
% von 
Nominal 
- 59,4 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.1 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert von 4 Replikaten; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts von 4 Replikaten; -: keine Angabe 
 
Tab. 3.6: Nominale und gemessene TR-Konzentrationen innerhalb der F2-
Generation* 
Repl. 
Contr.-2 
[ng/L] 
Nominalkonzentration TR [ng a.s./L] 
25 
Gemessene TR-Konzentration [ng a.s./L] 
A < 12,5 22,3 
B < 12,5 18,5 
C < 12,5 16,1 
D < 12,5 23,6 
MW - 19,6 
SA - 4,58 
% von 
Nominal 
- 78,5 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.1 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert von 4 Replikaten; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts von 4 Replikaten; -: keine Angabe 
 
Die in den Tab. 3.4 bis Tab. 3.6 gelisteten Ergebnisse der analytischen 
Untersuchungen zum TR deuten darauf hin, dass die Testkonzentrationen deutlich 
unterhalb der Nominalkonzentrationen lagen. Die angestrebten Wiederfindungsraten 
von 80 bis 120% bezogen auf die Nominalkonzentration konnten nicht erreicht 
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werden. Da es aber innerhalb der Generationen zu TR-typischen Effekten kam, wie 
z.B. einer phänotypisch erkennbaren Vermännlichung (s. Kapitel 3.2.4), lag es nahe 
von einer korrekten Dosierung der Testkonzentrationen auszugehen. Daher wurden 
weiterführende Untersuchungen durchgeführt, um die auffällig niedrigen analytischen 
Wiederfindungen zu erklären. Es wurde vermutet, dass eine zu lange und teilweise 
ungleichmäßige Lagerung der Proben (teilweise wiederholte Auftau- und 
Einfriervorgänge vor der analytischen Messung mittels LC-MS-MS) zur Abnahme der 
TR-Konzentrationen innerhalb der gezogenen Wasserproben geführt haben könnte. 
Des Weiteren wurde überprüft ob ein mikrobieller Abbau im „belebten“ Fischwasser 
zur TR-Abnahme der Konzentration innerhalb der Aquarien bzw. 
Probenahmeflaschen geführt hat. Beide Untersuchungen führten zu keinen 
aussagekräftigen Ergebnissen. Auf Grund der beobachteten Effekte, wie z.B. der 
phänotypischen Geschlechterentwicklung, wird davon ausgegangen, dass die realen 
Substanzkonzentrationen innerhalb der Aquarien höher lagen, als dies durch die in 
Tab. 3.4 bis Tab. 3.6 gelisteten Ergebnisse der versuchsbegleitenden Analytik für TR 
wiedergegeben wird. Diese Annahme wird zusätzlich durch Literaturdaten zu 
Versuchen mit TR und dem Medaka gestützt [Seki et al., 2006]. 
 
Die analytischen Ergebnisse der Stammlösungsproben von 4tPP im Zeitraum der F0- 
bis F2-Generation sind in den Tab. 3.7 bis Tab. 3.9 als MW incl. SA dargestellt. Alle 
Ergebnisse der einzelnen Stammlösungsproben können in Anhang 6.2 eingesehen 
werden. 
 
Tab. 3.7: Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen der 
Stammlösungsproben innerhalb der F0-Generation* 
 Nominalkonzentration 4tPP [mg a.s./L] 
6,25 12,5 25 50 100 
Gemessene 4tPP-Konzentration [mg a.s./L] 
MW 6,68 13,3 25,6 52,0 101 
SA 0,16 0,21 2,51 1,22 6,37 
% von Nominal 107 106 102 104 101 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.2 
a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der gemessenen Stammlösungen; SA: Standardabweichung des 
Mittelwerts 
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Tab. 3.8: Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen der 
Stammlösungsproben innerhalb der F1-Generation* 
 
Nominalkonzentration 4tPP [mg a.s./L] 
6,25 12,5 25 
Gemessene 4tPP-Konzentration [mg a.s./L] 
MW 6,65 13,4 26,3 
SA 0,27 0,70 1,61 
% von Nominal 106 107 105 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.2 
a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der gemessenen Stammlösungen; SA: Standardabweichung des 
Mittelwerts 
 
Tab. 3.9: Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen der 
Stammlösungsproben innerhalb der F2-Generation* 
 
Nominalkonzentration 4tPP [mg a.s./L] 
6,25 12,5 25 
Gemessene 4tPP-Konzentration [mg a.s./L] 
MW 6,91 13,2 26,0 
SA 0,75 0,23 0,19 
% von Nominal 110 105 104 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.2 
a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der gemessenen Stammlösungen; SA: Standardabweichung des 
Mittelwerts 
 
Anhand der Ergebnisse der versuchsbegleitenden Analytik der 4tPP-
Stammlösungskonzentration ist zu erkennen, dass diese während der gesamten 
Versuchszeit korrekt angesetzt wurden. 
 
In den Tab. 3.10 bis Tab. 3.11 sind die Ergebnisse der Wasseranalysen von TR der 
F0-, F1- und F2-Generation aufgeführt. Die Darstellung erfolgt in gleicher Weise wie in 
Tab. 3.7 bis Tab. 3.9. Die Einzelergebnisse der analytischen Untersuchung sind 
Anhang 6.3 zu entnehmen. 
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Tab. 3.10: Nominale und gemessene TR-Konzentrationen der 
Stammlösungsproben innerhalb der F0-Generation* 
 Nominalkonzentration TR [µg a.s./L] 
25 50 
Gemessene TR-Konzentration [µg a.s./L] 
MW 21,2 42,4 
SA 3,66 8,33 
% von Nominal 84,7 84,7 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.3 
a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der gemessenen Stammlösungen; SA: Standardabweichung des 
Mittelwerts 
 
Tab. 3.11: Nominale und gemessene TR-Konzentrationen der 
Stammlösungsproben innerhalb der F1-Generation und F2-Generation* 
 Nominalkonzentration TR [µg a.s./L] 
F1 F2 
25 25 
Gemessene TR-Konzentration [µg a.s./L] 
MW 24,8 25,6 
SA 6,86 3,30 
% von Nominal 99,4 102 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.3 
a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der gemessenen Stammlösungen; SA: Standardabweichung des 
Mittelwerts; F1: F1-Generation; F2: F2-Generation 
 
Die Ergebnisse der versuchsbegleitenden Analytik der TR-Stammlösung belegen 
den korrekten Ansatz der Stammlösungen während des kompletten FFLC´s. 
 
3.1.2. Begleitanalytik des FSDT´s 
 
In den folgenden Tab. 3.12 und Tab. 3.13 sind die analytischen Ergebnisse der 
Wasserproben von 4tPP und TR für die drei unterschiedlichen Expositionszeiträume 
gelistet. Dargestellt sind jeweils die Messwerte der einzelnen Replikate zum 
jeweiligen Probenahmetag sowie der MW des jeweiligen Peaks mit der 
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entsprechenden SA. Zusätzlich wird der MW des prozentualen Anteils der nominellen 
Konzentration genannt. 
 
Tab. 3.12: Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen des FSDT´s 
Zeitpunkt 
Tag 
(Repl.) 
Contr. 
[µg/L] 
Nominalkonzentration 4tPP [400 µg a.s./L] 
4tPP 5-8 4tPP 15-18 4tPP 25-28 
Gemessene 4tPP-Konzentration [µg a.s./L] 
Start 0 (A) < 25,0 < 25,0* - - 
Peak-1 
5-8 dph 
23 (A) < 25,0 < 25,0* - - 
24 (B) < 25,0 320 - - 
25 (C) < 25,0 324 - - 
26 (D) < 25,0 313 - - 
27 (A) < 25,0 < 25,0* - - 
30 (A) < 25,0 < 25,0* - - 
Peak-2 
15-18 dph 
33 (A) < 25,0 - < 25,0* - 
34 (B) < 25,0 - 302 - 
35 (C) < 25,0 - 339 - 
36 (D) < 25,0 - 318 - 
37(A) < 25,0 - < 25,0* - 
39 (A) < 25,0 - < 25,0* - 
Peak-3 
25-28 dph 
43 (A) < 25,0 - - < 25,0* 
44 (B) < 25,0 - - 380 
45 (C) < 25,0 - - 363 
46 (D) < 25,0 - - 370 
47 (A) < 25,0 - - < 25,0* 
50 (A) < 25,0 - - < 25,0* 
Ende 78 (A) < 25,0 - - < 25,0* 
MW - - 319 320 371 
SA - - 5,60 18,2 8,2 
% von 
Nominal 
- - 79,8 79,9 92,7 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der Replikate; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts; -: keine Angabe; dph: Tage nach Schlupf; 5-8, 15-18 und 25-28: 
Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf; *: Messwert nicht berücksichtigt bei der Mittelwertbildung 
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Tab. 3.13: Nominale und gemessene TR-Konzentrationen des FSDT´s 
Zeitpunkt 
Tag 
(Repl.) 
Contr. 
[ng/L] 
Nominalkonzentration TR [100 ng a.s./L] 
TR 5-8 TR 15-18 TR 25-28 
Gemessene TR-Konzentration [ng a.s./L] 
Start 0 (A) < 12,5 < 12,5* - - 
Peak-1 
5-8 dph 
23 (A) < 12,5 < 12,5* - - 
24 (B) < 12,5 57,9 - - 
25 (C) < 12,5 64,8 - - 
26 (D) < 12,5 69,2 - - 
27 (A) < 12,5 < 12,5* - - 
30 (A) < 12,5 < 12,5* - - 
Peak-2 
15-18 dph 
33 (A) < 12,5 - < 12,5* - 
34 (B) < 12,5 - 90,6 - 
35 (C) < 12,5 - 92,1 - 
36 (D) < 12,5 - 93,5 - 
37(A) < 12,5 - < 12,5* - 
39 (A) < 12,5 - < 12,5* - 
Peak-3 
25-28 dph 
43 (A) < 12,5 - - < 12,5* 
44 (B) < 12,5 - - 85,2 
45 (C) < 12,5 - - 87,8 
46 (D) < 12,5 - - 78,1 
47 (A) < 12,5 - - < 12,5* 
50 (A) < 12,5 - - < 12,5* 
Ende 78 (A) < 12,5 - - < 12,5* 
MW - - 64,0 92,1 83,7 
SA - - 5,70 1,45 5,02 
% von 
Nominal 
- - 64,0 92,1 83,7 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der Replikate; SA: 
Standardabweichung des Mittelwerts; -: keine Angabe; dph: Tage nach Schlupf; 5-8, 15-18 und 25-28: 
Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf; *: Messwert nicht berücksichtigt bei der Mittelwertbildung 
 
Auf Grund der in Tab. 3.12 und Tab. 3.13 dargestellten Ergebnisse der 
Begleitanalytik erkennt man, dass die Versuchstiere nur während des jeweiligen 
Expositionszeitraumes (Peak) von drei Tagen belastet wurden. Vor und nach jedem 
Peak wurden keine Spuren von 4tPP und TR in den jeweiligen Aquarien 
nachgewiesen. Es fällt auf, dass nur für den Peak-Zeitraum (5-8 dph) die angestrebte 
TR-Nominalkonzentration mit einer Abweichung von ± 20% nicht erreicht wurde. Ein 
Grund hierfür ist eine zu niedrig angesetzte TR-Stammlösung (64,7 µg/L). Dies wird 
durch Tab. 3.14 belegt. 
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Tab. 3.14: Nominale und gemessene 4tPP- und TR-Konzentrationen der 
Stammlösung des FSDT´s 
Zeitpunkt 
Nominalkonzentration 
4tPP [100 mg a.s./L] TR [100 µg a.s./L] 
Gemessene Konzentration 
Peak-1 (5-8 dph) 99,5 64,7 
Peak-2 (15-18 dph) 104 114 
Peak-3 (25-28 dph) 99,9 96,3 
MW 101 91,7 
SA 2,49 25,0 
% von Nominal 101 91,7 
a.s.: aktive Substanz; MW: Mittelwert der Stammlösungen; SA: Standardabweichung des Mittelwerts; 
dph: Tage nach Schlupf; 5-8, 15-18 und 25-28: Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf 
 
3.1.3. Ergebnisse der Messungen von pH-Wert, Temperatur und 
Sauerstoffkonzentration im FFLC 
 
Die Messungen der abiotischen Parameter pH-Wert, Temperatur und 
Sauerstoffkonzentration ergaben die in Tab. 3.15 bis Tab. 3.17 gelisteten MW mit 
ihren SA. In Anhang 6.4 bis 6.6 können die einzelnen Messwerte der Parameter zum 
jeweiligen Studientag entnommen werden. 
 
Tab. 3.15: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen pH-Werte, 
Temperaturen und Sauerstoffkonzentrationen innerhalb der F0-Generation* 
Testkonzentration pH-Wert Temp. [°C] O2 [%] 
Contr.-1 7,1 ± 0,2 25,6 ± 0,3 100 ± 4,3 
Contr.-2 7,1 ± 0,2 25,6 ± 0,4 101 ± 5,0 
25 µg 4tPP/L 7,1 ± 0,2 25,8 ± 0,4 99,6 ± 3,8 
50 µg 4tPP/L 7,2 ± 0,2 25,9 ± 0,4 99,3 ± 4,0 
100 µg 4tPP/L 7,2 ± 0,2 25,9 ± 0,4 99,5 ± 4,1 
200 µg 4tPP/L 7,2 ± 0,2 25,9 ± 0,4 99,4 ± 3,5 
400 µg 4tPP/L 7,2 ± 0,2 25,9 ± 0,4 97,4 ± 9,1 
25 ng TR/L 7,1 ± 0,2 25,8 ± 0,4 99,3 ± 4,4 
50 ng TR/L 7,1 ± 0,2 26,0 ± 0,6 99,0 ± 4,5 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.4 bis 6.6 
Contr.: Kontrolle; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration 
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Tab. 3.16: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen pH-Werte, 
Temperaturen und Sauerstoffkonzentrationen innerhalb der F1-Generation* 
Testkonzentration pH-Wert Temp. [°C] O2 [%] 
Contr.-1 7,0 ± 0,2 25,3 ± 0,6 96,8 ± 8,7 
Contr.-2 7,0 ± 0,2 25,5 ± 0,6 96,7 ± 7,9 
25 µg 4tPP/L 7,0 ± 0,2 25,7 ± 0,6 96,6 ± 7,8 
50 µg 4tPP/L 7,0 ± 0,2 25,7 ± 0,7 96,0 ± 7,3 
100 µg 4tPP/L 7,1 ± 0,2 25,8 ± 0,6 96,4 ± 7,6 
25 ng TR/L 7,0 ± 0,2 25,7 ± 0,6 96,7 ± 8,5 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.4 bis 6.6 
Contr.: Kontrolle; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration 
 
Tab. 3.17: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen pH-Werte, 
Temperaturen und Sauerstoffkonzentrationen innerhalb der F2-Generation* 
Testkonzentration pH-Wert Temp. [°C] O2 [%] 
Contr.-1 7,2 ± 0,1 25,2 ± 0,2 106 ± 1,9 
Contr.-2 7,2 ± 0,1 25,4 ± 0,2 105 ± 1,4 
25 µg 4tPP/L 7,2 ± 0,1 25,6 ± 0,2 104 ± 0,8 
50 µg 4tPP/L 7,3 ± 0,0 25,6 ± 0,3 104 ± 0,8 
100 µg 4tPP/L 7,3 ± 0,1 25,6 ± 0,3 104 ± 0,9 
25 ng TR/L 7,2 ± 0,1 25,6 ± 0,3 105 ± 1,3 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.4 bis 6.6 
Contr.: Kontrolle; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration 
 
Die in den Tabellen dargestellten Messwerte belegen, dass der pH-Wert während 
des gesamten Versuchszeitraums innerhalb des in Kapitel 2.7 angegebenen 
Bereichs von 6,5-8,0 lag. Des Weiteren weisen sowohl die Temperatur als auch die 
Sauerstoffkonzentration innerhalb der Aquarien keinerlei großen Schwankungen auf. 
Das Durchflusssystem während des FFLC´s lief sehr stabil. Daher kann man 
mögliche Effekte durch Schwankungen dieser abiotischen Faktoren ausschließen. 
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3.1.4. Ergebnisse der Messungen von pH-Wert, Temperatur und 
Sauerstoffkonzentration im FSDT 
 
Die Messungen der abiotischen Parameter pH-Wert, Temperatur und 
Sauerstoffkonzentration der einzelnen Testkonzentrationen ergaben im FSDT die in 
Tab. 3.18 gelisteten Wert mit ihren SA. In Anhang 6.7 können die einzelnen 
Messwerte der Parameter zum jeweiligen Studientag entnommen werden. 
 
Tab. 3.18: Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen pH-Werte, 
Temperaturen und Sauerstoffkonzentrationen innerhalb des FSDT´s* 
Testkonzentration pH-Wert Temp. [°C] O2 [%] 
Contr. 7,2 ± 0,1 25,3 ± 0,3 104 ± 2,0 
400 µg 4tPP/L (5-8 dph) 7,2 ± 0,1 25,3 ± 0,2 102 ± 2,1 
400 µg 4tPP/L (15-18 dph) 7,2 ± 0,1 25,6 ± 0,2 104 ± 3,0 
400 µg 4tPP/L (25-28 dph) 7,2 ± 0,1 25,5 ± 0,4 103 ± 2,0 
100 ng TR/L (5-8 dph) 7,2 ± 0,1 25,3 ± 0,2 102 ± 1,4 
100 ng TR/L (15-18 dph) 7,2 ± 0,1 25,6 ± 0,3 104 ± 2,5 
100 ng TR/L (25-28 dph) 7,3 ± 0,1 25,4 ± 0,3 101 ± 1,7 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.7 
Contr.: Kontrolle; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration; dph: Tage nach Schlupf; 5-8, 15-
18 und 25-28: Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf 
 
Wie man auf Basis der in Tab. 3.18 angegeben Werte erkennen kann, kam es 
während der gesamten Versuchsdauer im FSDT zu keinen großen Schwankungen 
bei pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration. Das Durchflusssystem lief im 
FSDT sehr konstant. Effekte auf Grund ungünstiger abiotischer Faktoren können 
daher ausgeschlossen werden. 
  
Ergebnisse und Diskussion 64 
3.1.5. Ergebnisse der Messungen von Wasserhärte und Lichtstärke 
im FFLC und FSDT 
 
Während des FFLC´s wurden Wasserhärten in einem Bereich von 2,5-2,9 °dH 
bestimmt. Die Lichtstärke lag zwischen 882-1075 lux. Die Sollwerte für diese beiden 
Versuchsparameter wurden somit eingehalten: 
 Wasserhärte: 2,4 °dH (± 0,3 °dH) 
 Lichtstärke:  540-1080 lux 
 
Während des FSDT´s schwankten die gemessenen Wasserhärten in einem Bereich 
von 2,7-3,0 °dH. Die Lichtstärke lag zwischen 864-972 lux. Die Vorgaben bzgl. dieser 
Parameter wurden im FSDT erfüllt. 
 
3.2. Ergebnisse – Fish-Full-Life-Cycle Test 
 
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der biologischen Endpunkte des FFLC´s 
betrachtet und separat für die einzelnen Generationen dargestellt. Im Rahmen des 
FFLC´s wurde eine chronische Dauerbelastung aufrechterhalten. 
 
Während des FFLC´s kam es beim Start der F1-Generation zu einer starken 
Verpilzung der Eigelege. Aus diesem Grund musste die F1-Generation ein zweites 
Mal gestartet werden. Um eine erneute Verpilzung der Eigelege zu vermeiden, 
wurden alle Zuflüsse ab den Mischgefäßen, alle Aquarien und die Inkubationsbecher 
für die F1-Generation erneut gereinigt. Der Neustart der F1-Generation verlief 
daraufhin ohne weitere Probleme. 
 
Während der Reproduktionsphase der F0-Generation wurde in drei von neun 
Testkonzentrationen effektbedingt keine ausreichende Anzahl an Eiern produziert, 
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um die F1-Generation starten zu können. Aus diesem Grund liegen für diese 
Testkonzentrationen in der F1- und F2-Generation keine Ergebnisse vor. 
 
3.2.1. Schlupf- und Überlebensrate 
 
Die post-hatch Phasen der einzelnen Generationen begannen nach einer 
durchschnittlichen Schlupfdauer von: 
 F0-Generation 18 d 
 F1-Generation 15 d 
 F2-Generation 14 d 
 
Die Expositionsphase endete für die einzelnen Generationen nach: 
 F0-Generation 177 dph 
 F1-Generation 154 dph 
 F2-Generation 28 dph 
Die Gesamtversuchsdauer betrug für den FFLC 326 d. 
 
Je Generation wurde die folgende Anzahl an befruchteten Eiern eingesetzt: 
 F0-Generation n-Eier = 1.080 
 F1-Generation n-Eier = 720 
 F2-Generation n-Eier = 720 
 
Zum Ende des jeweiligen Untersuchungszeitraums wurden für die verschiedenen 
Generationen die nachfolgend dargestellten Versuchstieranzahlen untersucht: 
 F0-Generation n = 803 
 F1-Generation n = 526 
 F2-Generation n = 512 
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In der folgenden Abb. 3.1 sind die mittleren Schlupfraten der drei Generationen des 
FFLC´s dargestellt. 
 
 
Abb. 3.1: Mittlere Schlupfraten [FFLC]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) der F0-Generation (F0), F1-Generation (F1) und F2-Generation (F2) sind die 
mittleren Schlupfraten und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt. Es 
wurde kein signifikanter Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test 
(einseitig kleiner) ermittelt. 
 
Nach statistischer Analyse mittels Williams-Test (einseitig kleiner) wurden keine 
signifikanten Abweichungen innerhalb der drei Generationen gegenüber den 
Kontrollen gefunden. Auf Grund dieses Ergebnisses erkennt man, dass die 
untersuchten Konzentrationen von 4tPP und TR keinen Einfluss auf den Schlupf 
hatten. Es ergeben sich daraus folgende No-Observed-Effect-Concentrations 
(NOEC): 
 F0-Generation - NOEC 
o 4tPP ≥ 400 µg a.s./L 
o TR ≥ 50 ng a.s./L  
4tPP TR 
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 F1-Generation - NOEC 
o 4tPP ≥ 100 µg a.s./L 
o TR ≥ 25 ng a.s./L 
 F2-Generation - NOEC 
o 4tPP ≥ 100 µg a.s./L 
o TR ≥ 25 ng a.s./L 
 
In Abb. 3.2 sind die mittleren Überlebensraten der vier Replikate je Testkonzentration 
und die dazugehörigen SA dargestellt. 
 
 
Abb. 3.2: Mittlere Überlebensraten [FFLC]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) der F0-Generation (F0), F1-Generation (F1) und F2-Generation (F2) sind die 
mittleren Überlebensraten und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt.       
*: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (einseitig 
kleiner) ermittelt. 
 
Während der F0-Generation trat ein signifikanter Effekt auf die Überlebensrate auf. 
Es wurde eine Lowest-Observed-Effect-Concentration (LOEC) von 100 µg 4tPP/L 
4tPP TR 
* * 
* 
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und eine NOEC von 50 µg 4tPP/L durch einen Williams-Test (einseitig kleiner) 
statistisch bestätigt. Eine Exposition mit TR wies, bezogen auf die Überlebensrate in 
der F0-Generation, keinen signifikanten Effekt auf. Für die F1- und F2-Generation 
wurden ebenfalls keine signifikanten Effekte für die Überlebensrate beobachtet. 
Jedoch wurde in der F2-Generation eine erhöhte Mortalität in Replikat B der 
Kontrolle-1 beobachtet. Das Replikat wurde nach statistischer Analyse nicht als 
Ausreißer bewertet und wurde dementsprechend in der weiteren statistischen 
Analyse verwendet. 
 
Die Auswertung zu Testende ergab für das Replikat D der Behandlungsgruppe       
25 ng TR/L eine Anzahl von 29 Fischen. Auf Basis der bis zu diesem Tag erfolgten 
Untersuchungen war man jedoch von 28 Fischen ausgegangen. Mit hoher 
Wahrscheinlichkeit ist diese Abweichung auf eine falsche Zählung der Eigelege nach 
Pilzbefall zurückzuführen. Bei verpilzten Fischeiern ist eine eindeutige Abgrenzung 
von nebeneinander liegenden Eiern sehr schwierig. Häufig wächst das Pilzmyzel 
sehr dicht und undurchsichtig auf den befallen Eiern. Eine genaue Bestimmung der 
Eizahl wird hierdurch erschwert und hat im genannten Fall zu einer zu niedrigen 
Bestimmung der geschlüpften Larven geführt. Dies führte jedoch nicht zu relevanten 
Beeinträchtigungen der statistischen Analyse der Überlebensrate. 
 
3.2.2. Ergebnisse für die wachstumsbezogenen Endpunkte 
 
Für jede Generation wurden die Länge und das Gewicht je Versuchstier bestimmt. 
Die daraus resultierenden Werte wurden für die F0- und F1-Generation 
geschlechtsspezifisch statistisch analysiert. In der F2-Generation konnte das 
Geschlecht (nach 28 dph) noch nicht festgestellt werden, da die Versuchstiere zu 
diesem Zeitpunkt noch keine phänotypischen männlichen bzw. weiblichen 
Geschlechtsmerkmale ausgebildet hatten. Wenn die Ergebnisse der Kontrollen sich 
nicht signifikant voneinander unterschieden, wurden die Kontrollgruppen 
zusammengeführt, um die statistische Aussagekraft zu erhöhen. Die Unterteilung 
nach männlichem und weiblichem Geschlecht basiert in der F0- und F1-Generation 
auf den phänotypischen Geschlechtsmerkmalen. 
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In Abb. 3.3 ist das mittlere geschlechtsspezifische Gewicht und die dazugehörige SA 
für jede Testkonzentration der F0-Generation abgebildet. 
 
 
Abb. 3.3: Mittleres geschlechtsspezifisches Gewicht [F0-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F0-Generation sind die mittleren 
Gewichte und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt. *: signifikanter 
Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (zweiseitig) ermittelt. 
 
Durch einen zweiseitigen Williams-Test wurden bei männlichen Medakas für 4tPP 
eine LOEC von 200 µg/L und eine NOEC von 100 µg/L ermittelt. Nach Exposition 
gegenüber TR wurden keine nachweisbaren Effekte auf das Gewicht von männlichen 
Medakas beobachtet. Bei weiblichen Medakas ergab sich für 4tPP eine LOEC von 
400 µg/L und eine NOEC von 200 µg/L. Männchen und Weibchen in den genannten 
Behandlungsgruppen sind tendenziell schwerer, als die Versuchstiere in den 
Kontrollen. Der beobachtete Effekt der höheren Gewichtszunahme nach Exposition 
gegenüber 4tPP im Vergleich zu den Kontrollgruppen kann ein indirekter Effekt der 
erhöhten Mortalitätsraten in diesen Behandlungsgruppen sein. Durch ein größeres 
Platzangebot und eine bessere Nahrungsversorgung innerhalb der Aquarien, kann 
es zu einem erhöhten Wachstum gegenüber den Kontrollgruppen gekommen sein. 
TR 4tPP 
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Dieser Effekt muss in diesem Fall kein substanzspezifisch hervorgerufener Effekt von 
4tPP sein. 
 
Im Falle von TR wurden eine LOEC von 50 ng/L und eine NOEC von 25 ng/L bei 
phänotypischen Weibchen bestätigt. Bei einer Exposition mit 50 ng TR/L wurde keine 
erhöhte Mortalitätsrate beobachtet (s. Abb. 3.2). Daher handelt es sich in diesem Fall 
um einen substanzspezifischen Effekt von TR. 
 
Abb. 3.4 zeigt die mittlere Länge und die dazugehörige SA für weibliche und 
männliche Versuchstiere in der F0-Generation. 
 
 
Abb. 3.4: Mittlere geschlechtsspezifische Länge [F0-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F0-Generation sind die mittleren 
Längen und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt. *: signifikanter 
Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (zweiseitig) ermittelt. 
  
* 
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Durch einen zweiseitigen Williams-Test wurde bei Weibchen nach Exposition 
gegenüber TR eine LOEC von 50 ng/L und eine NOEC von 25 ng/L ermittelt. Die 
Weibchen in dieser Behandlungsgruppe sind tendenziell größer als die Weibchen in 
den Kontrollgruppen. Dies kann, wie bereits bei dem Parameter Gewicht, ein 
substanzspezifischer Effekt von TR sein, da in dieser Behandlungsgruppe kein 
statistisch signifikanter Effekt auf die Überlebensrate festgestellt wurde (s. Abb. 3.2). 
Die Besatzdichte dieser Behandlungsgruppe ist daher mit der Besatzdichte der 
Kontrollen vergleichbar und sollte daher keinen Einfluss auf den gemessenen 
Endpunkt haben. Für eine TR-Konzentration von 50 ng/L wurden ein erhöhtes 
Längenwachstum und eine erhöhte Gewichtszunahme bei weiblichen Medakas 
festgestellt. 
 
Die Ergebnisse der mittleren Gewichts- und Längendaten der F1- und F2-Generation 
wurden für 4tPP und TR mittels Williams-Test (zweiseitig) statistisch analysiert. Die 
Ergebnisse für das mittlere Gewicht der Fische sind in Abb. 3.5 und die der mittleren 
Länge in Abb. 3.6 dargestellt. Es ergab sich in beiden Generationen kein statistisch 
signifikanter Effekt. Dies bestärkt nun die Hypothese des von der Besatzdichte 
abhängigen Effekts der Gewichtszunahme bei Männchen und Weibchen der F0-
Generation (s. Abb. 3.3) nach 4tPP Exposition. In der F1- und in der F2-Generation 
wurde kein signifikanter Effekt basierend auf der Überlebensrate ermittelt (s. Abb. 
3.2). Auch für die beiden Wachstumsparameter Länge und Gewicht wurde nach 
Exposition gegenüber 4tPP kein Effekt beobachtet. 
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Abb. 3.5: Mittleres geschlechtsspezifisches Gewicht der F1-Generation (A) und mittleres 
Gewicht der F2-Generation (B). 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F1-Generation sind die mittleren 
Gewichte und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt (A). Es wurde kein 
signifikanter Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (zweiseitig) 
ermittelt. Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen           
(4tPP [µg/L] bzw. TR [ng/L]) der F2-Generation sind die mittleren Gewichte und die 
Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt (B). Es wurde kein signifikanter 
Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (zweiseitig) ermittelt. 
 
  
Abb. 3.6: Mittlere geschlechtsspezifische Länge der F1-Generation (A) und mittlere Länge der 
F2-Generation (B). 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F1-Generation sind die mittleren 
Längen und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt (A). Es wurde kein 
signifikanter Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (zweiseitig) 
ermittelt. Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen           
(4tPP [µg/L] bzw. TR [ng/L]) der F2-Generation sind die mittleren Längen und die 
Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt (B). Es wurde kein signifikanter 
Unterschied zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (zweiseitig) ermittelt. 
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3.2.3. Reproduktionsphase 
 
Während des FFLC´s wurde die Reproduktionsphase der F0- und der F1-Generation 
über einen Zeitraum von jeweils ca. 21 d untersucht und ausgewertet. Dabei wurden 
die Brutpaare (4 ♂: 6 ♀) nach phänotypischer Geschlechtsbestimmung am Tag      
80 dph zusammengesetzt. Danach wurde täglich die Anzahl gelegter Eier pro 
Weibchen und die Fertilitätsrate der Eigelege über den genannten Zeitraum 
bestimmt. In der F0-Generation wurden Brutpaare in den Replikaten der 
Behandlungsgruppe 400 µg 4tPP/L nicht im genannten Brutpaarverhältnis 
zusammengesetzt. Die Anzahl überlebender Männchen war hierfür nicht 
ausreichend. Auf Grund der niedrigen Überlebensrate wurden alle vorhandenen 
Medakas einzelner Replikate dieser Behandlungsgruppe zusammengeführt. In der 
Behandlungsgruppe 200 µg 4tPP/L wurden sechs Tage nach Beginn der 
Reproduktionsphase in der F0-Generation alle Fische einzelner Replikate in die 
Reproduktionsphase überführt. Der Grund hierfür war die insgesamt sehr geringe 
Anzahl an reproduktiv aktiven Medakas. 
 
In der F1-Generation wurde die Behandlungsgruppe 25 ng TR/L abweichend vom 
standardisierten Brutpaarverhältnis zusammengesetzt. In Replikat D waren nur zwei 
phänotypische Weibchen vorhanden. Die Replikate wurden wie folgt besetzt: 
 A, B, C 2 ♂: 3 ♀ 
 D 2 ♂: 2 ♀ 
Hierdurch sollte ein möglichst vergleichbarer Besatz der unterschiedlichen Replikate 
gewährleistet sein. 
 
Die Auswertung für die mittlere Ei-Anzahl pro Weibchen und Tag in den 
Behandlungsgruppen und Kontrollen innerhalb der F0-Generation (s. Abb. 3.7) wurde 
mittels Williams-Test durchgeführt. Diese Vorgehensweise wurde gewählt, um 
sowohl reproduktionsfördernde (einseitig größer) als auch –hemmende (einseitig 
kleiner) Effekte zu erkennen. In der F1-Generation wurde nur die mittlere Ei-Anzahl 
pro Weibchen und Tag der verbliebenen TR-Behandlungsgruppe abweichend von 
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der gerade beschriebenen Methode untersucht. Der Grund hierfür war, dass lediglich 
eine TR-Behandlungsgruppe vorlag. In diesem Fall wurde ein Student-t-Test für 
homogene Varianzen anstelle eines Williams-Tests verwendet. Betrachtet man in 
Abb. 3.7 die mittlere Ei-Anzahl pro Weibchen und Tag der F0-Generation nach 
Exposition gegenüber 4tPP erkennt man, dass in den beiden 4tPP-
Behandlungsgruppen 25 und 50 µg/L eine signifikante Reproduktionsförderung (+) 
stattgefunden hat. Eine Reproduktionshemmung (-) ist nach einer Exposition 
gegenüber 200 und 400 µg 4tPP/L erkennbar. Bei 400 µg 4tPP/L wurden während 
der gesamten Reproduktionsphase keine Eier abgelaicht. 
 
Nach Exposition gegenüber TR der F0-Generation ist eine signifikante 
Reproduktionshemmung bei 50 ng/L erkennbar. 
 
Die Reproduktionshemmung in der F0-Generation hatte für die F1-Generation zur 
Folge, dass die Medakas in drei Behandlungsgruppen der F0-Generation (200 und 
400 µg 4tPP/L sowie 50 ng TR/L) nicht genügend fertile Eier produzierten, um die F1-
Generation zu starten. 
 
Betrachtet man nun die mittlere Ei-Anzahl pro Weibchen und Tag in den 
Behandlungsgruppen und Kontrollen der F1-Generation (s. Abb. 3.7), so erkennt 
man, dass nach Exposition gegenüber 25 µg 4tPP/L ein signifikant hemmender 
Effekt auf die Reproduktion vorliegt. In der F0-Generation war in dieser 
Behandlungsgruppe eine signifikante Reproduktionsförderung beobachtet worden. 
Ein möglicher Grund hierfür kann die höhere Reproduktionsrate der Kontrollfische 
innerhalb der F1-Generation sein. Diese liegt im Vergleich zur F0-Generation         
(3,6 Eier/Weibchen und Tag) bei 6,7 Eiern pro Weibchen und Tag. Der erhaltene 
Wert von 4,2 Eiern pro Weibchen und Tag nach Exposition gegenüber 25 µg 4tPP/L 
in der F1-Generation liegt in derselben Größenordnung wie die Reproduktionsrate in 
der F0-Generation (4,5 Eier/Weibchen und Tag). Die in den Kontrollen beobachteten 
Veränderungen bzgl. der Ei-Anzahl pro Weibchen und Tag sind der Grund für die 
unterschiedlichen Bewertungen des Effekts bei 25 µg 4tPP/L in der F0- und in der F1-
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Generation. Es ist zu erwähnen, dass die Datenbasis für Reproduktionsraten der 
Kontrollen innerhalb des Labors derzeit nicht sehr breit ist. Jedoch wurden in der 
Dissertation von Knörr S. [2001] eine ähnlich erhöhte Gelegegröße in der Kontrolle 
der zweiten Generation genannt. Daher scheint die beobachtete erhöhte 
Gelegegröße im FFLC eine ganz natürliche Schwankung der Gelegegrößen unter 
Testbedingungen zu sein. 
 
In der F1-Generation ist in der TR-Behandlungsgruppe 25 ng/L ein signifikanter 
fördernder Effekt auf die Reproduktion erkennbar. Für diese Behandlungsgruppe 
wurden 9,0 Eier pro Weibchen und Tag bestimmt. Dieser Wert liegt ca. 2,3 Eier pro 
Weibchen und Tag höher als in den Kontrollen. Diese erhöhte Reproduktionsleistung 
liegt vor, obwohl in den Replikaten TR-2-A bis C 50% und in Replikat TR-2-D sogar 
66,7% weniger Weibchen vorhanden waren als in den Kontrollen. Für die nach 
Exposition gegenüber TR beobachtete Reproduktionsleistung können einige 
Ursachen vermutet werden, die substanzbedingt zu indirekten Effekten geführt 
haben. Diese beobachteten Effekte sind letztendlich aber nicht auf eine direkte 
endokrine Disruption der überlebenden weiblichen Medakas zurückzuführen. Die 
Geschlechterverschiebung (s. Abb. 3.11) hatte zu einer geringeren Anzahl an 
weiblichen Tieren geführt. Hierdurch wurden insgesamt weniger Fische in die 
Aquarien für die Reproduktionsphase eingesetzt. Diese geringere Besatzdichte kann 
einen positiven Einfluss auf das Balzverhalten der Tiere gehabt haben. Hinzu kommt, 
dass auf Grund der niedrigeren Besatzdichte zusätzlich die Nahrungskonkurrenz 
eine geringere Rolle spielte als in Aquarien mit einer höheren Besatzdichte. Zwar 
wurde entsprechend der geringeren Anzahl an Fischen je Aquarium auch die tägliche 
Futtermenge reduziert, jedoch ist bekannt, dass dominante Fische größere 
Futtermengen aufnehmen. Dieser Effekt ist bei geringerer Besatzdichte 
abgeschwächt. Die Fische in der TR-Behandlungsgruppe 25 ng/L waren im Vergleich 
zu den Kontrollen tendenziell (nicht signifikant s. Abb. 3.5 und Abb. 3.6) größer und 
schwerer. Die zuvor beschriebene geringere Besatzdichte hatte einen positiven 
Einfluss auf das Wachstum der Fische. Größere Weibchen laichen in der Regel eine 
höhere Anzahl an größeren Eiern ab. Die genannten Parameter könnten den 
beschriebenen signifikanten fördernden Effekt der Reproduktion hervorgerufen 
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haben. Aus den Behandlungsgruppen in der F1-Generation wurden genügend fertile 
Eier für den Start der F2-Generation gewonnen. 
 
Abb. 3.7: Mittlere Ei-Anzahl pro Weibchen und Tag [F0- und F1-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) der F0-Generation (F0) und F1-Generation (F1) sind die mittleren Ei-Anzahlen pro 
Weibchen und Tag und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt. Es wurde 
ein signifikanter Unterschied (+: Reproduktionsförderung) zu den Kontrollen (α = 0,05) nach 
Williams-Test (einseitig größer) ermittelt. Des Weiteren wurde ein signifikanter Unterschied  
(-: Reproduktionshemmung) zu den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (einseitig 
kleiner) ermittelt. 
 
Die mittlere Fertilitätsrate für die Eigelege der Kontrollen und Behandlungsgruppen 
(s. Abb. 3.8) wurde statistisch mittels Williams-Tests (einseitig kleiner) analysiert. Die 
mittlere Fertilitätsrate für die Kontrollgruppen liegt in beiden Generationen bei ≥ 95%. 
In der F0-Generation wurde nach Exposition gegenüber 4tPP eine NOEC von        
200 µg/L ermittelt. Bereits bei dieser Konzentration wurde mit 51,4% eine niedrigere 
Fertilitätsrate mit einer starken Varianz von ± 23,6% beobachtet. Die Exposition 
gegenüber TR führte in beiden Generationen zu keinerlei signifikanten Effekten. 
Lediglich in der F0-Generation wurde nach Belastung mit 50 ng TR/L ein leichter 
Abfall der Fertilitätsrate auf 82,8% erkannt. Dieser Wert war jedoch nicht statistisch 
signifikant geringer als die Kontrollergebnisse.  
TR 4tPP 
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Abb. 3.8: Mittlere Fertilitätsrate [F0- und F1-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) der F0-Generation (F0) und F1-Generation (F1) sind die mittleren Fertilitätsraten 
und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt. *: signifikanter Unterschied zu 
den Kontrollen (α = 0,05) nach Williams-Test (einseitig kleiner) ermittelt. 
 
3.2.4. Phänotypisches Geschlechterverhältnis 
 
Nach Versuchsende wurde das phänotypische Geschlecht der Medakas aus der F0- 
und F1-Generation über die Betrachtung der After- bzw. Rückenflosse bestimmt. Im 
FFLC konnten alle 803 Versuchstiere in der F0-Generation und alle                        
526 Versuchstiere in der F1-Generation eindeutig einem phänotypischen Geschlecht 
zugeteilt werden. In Abb. 3.9 (A) ist zur Veranschaulichung eine männliche und in 
Abb. 3.9 (B) eine weibliche Afterflosse aus der Contr.-1 in der F0-Generation 
abgebildet. 
TR 4tPP 
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Abb. 3.9: Afterflosse eines phänotypisch männlichen (A) und weiblichen (B) Medakas. 
Man erkennt in A die größere rechteckige Afterflosse des männlichen und in B die kleinere 
dreieckige Afterflosse des weiblichen Medakas. 
 
Die statistische Analyse der Verteilung der Geschlechterverhältnisse aus F0- und F1-
Generation wurde mittels Chi²-Vierfeldertest durchgeführt. Der Chi²-Vierfeldertest ist 
laut Definition ein nicht-parametrischer Test, der benutzt wird, um zu untersuchen, ob 
die Anteile von bestimmten Kategorien in unterschiedlichen Gruppen verschieden 
sind [Cann A.J. 2004]. 
 
In der F0-Generation wurde für die Testkonzentration 400 µg 4tPP/L eine signifikante 
Abweichung gegenüber den Kontrollen festgestellt. Diese Konzentration ist somit die 
LOEC. Die entsprechende NOEC liegt bei 200 µg 4tPP/L. In Abb. 3.10 sind die 
während des FFLC´s ermittelten Geschlechterverhältnisse der F0-Generation 
präsentiert. 
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Abb. 3.10: Phänotypisches Geschlechterverhältnis [F0-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F0-Generation ist das mittlere 
phänotypische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. Hierbei gibt der untere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen und der obere Balkenabschnitt den 
prozentualen Anteil an Weibchen wieder. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen nach 
Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
 
Nach einer Exposition gegenüber 4tPP erkennt man in der Behandlungsgruppe    
400 µg/L einen deutlich erhöhten Anteil an weiblichen Medakas (77% ♀). Der 
vorliegende Effekt der Verweiblichung in dieser Behandlungsgruppe wurde bereits 
bei der Reproduktion erwähnt und ist in Abb. 3.10 deutlich zu erkennen. Die erhöhte 
Anzahl an Weibchen pro Aquarium hatte einen direkten Einfluss auf das 
Reproduktionsverhalten in dieser Behandlungsgruppe. 
 
Für 200 µg 4tPP/L war eine deutlich geringere Reproduktion beobachtet worden. In 
dieser Konzentration konnte daher auch keine F1-Generation begonnen werden. 
Sowohl für das Geschlechterverhältnis als auch für die Überlebensraten waren 
jedoch keine signifikanten Effekte nachweisbar. Es lässt sich vermuten, dass es in 
dieser Behandlungsgruppe zu einem endokrinen Effekt gekommen ist. Offensichtlich 
* * 
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waren die Fortpflanzungsorgane bzw. das Paarungsverhalten der Fische negativ 
beeinflusst, obwohl makroskopisch noch keine Veränderungen der sekundären 
Geschlechtsmerkmale zu beobachten waren. In diesem Fall werden in den folgenden 
Kapiteln die Vtg-Konzentrationen und/oder die histologischen Gonaden-
untersuchungen weitere Erkenntnisse liefern können. 
 
Nach einer Exposition gegenüber TR wurde in der F0-Generation ein statistisch 
signifikanter vermännlichender Effekt in der Behandlungsgruppe 50 ng/L erkannt. In 
Folge dessen liegt die ermittelte LOEC bei 50 ng TR/L und die NOEC bei 25 ng TR/L. 
In der Behandlungsgruppe 50 ng TR/L erkennt man nach Exposition gegenüber dem 
androgen wirkenden TR´s einen deutlich erhöhten Anteil an männlichen Fischen 
(88% ♂). Der gerade erwähnte Effekt hatte einen direkten Einfluss auf das 
Reproduktionsverhalten dieser Behandlungsgruppe. Für 50 ng TR/L war eine 
geringere Reproduktion beobachtet worden, obwohl die Brutpaare im vorgegebenen 
Verhältnis (4 ♂: 6 ♀) zusammengesetzt wurden. In dieser Konzentration konnte, wie 
bereits im Falle der Behandlungsgruppe 400 µg 4tPP/L beschrieben, keine F1-
Generation begonnen werden. Trotz der korrekten Zusammensetzung der Brutpaare 
wurde eine geringere Reproduktionsleistung beobachtet. Auf Basis dieser 
Beobachtung lasst sich vermuten, dass es in dieser Behandlungsgruppe zu einem 
endokrinen Effekt gekommen war. In diesem Fall sollten die in den folgenden 
Kapiteln diskutierten Vtg-Konzentrationen und/oder die histologischen 
Gonadenuntersuchungen weitere Erkenntnisse liefern können. 
 
In der Behandlungsgruppe 25 ng TR/L ist eine Tendenz zu einem erhöhten Anteil an 
männlichen Fischen erkennbar (63% ♂). 
 
In der F1-Generation zeigte sich ein signifikant vermännlichender Effekt in der 
Behandlungsgruppe 25 ng TR/L. Diese Konzentration ist somit die LOEC. Die 
entsprechende NOEC liegt bei < 25 ng TR/L. In Abb. 3.11 ist das phänotypische 
Geschlechterverhältnis der F1-Generation dargestellt und man erkennt den deutlich 
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höheren Anteil an männlichen Fischen nach Exposition gegenüber 25 ng TR/L   
(72% ♂). 
 
 
Abb. 3.11: Phänotypisches Geschlechterverhältnis [F1-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F1-Generation ist das mittlere 
phänotypische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. Hierbei gibt der untere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen und der obere Balkenabschnitt den 
prozentualen Anteil an Weibchen wieder. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen nach 
Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
 
Die bereits in der F0-Generation erkennbare Tendenz zur Vermännlichung (63% ♂) 
des phänotypischen Geschlechterverhältnisses gegenüber den Kontrollfischen hat 
sich in der F1-Generation bis zur statistischen Signifikanz verstärkt. Die Vermutung 
liegt nun nahe, dass es sich hier um einen transgenerationalen Effekt handelt. 
 
Jedoch ist der Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden Generationen zu 
gering und es handelt sich in diesem Fall wahrscheinlich eher um eine biologische 
TR 4tPP 
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Variabilität des Geschlechterverhältnisses, die auch in Kontrollen zu beobachten ist. 
Laut OECD-Richtlinie 234 werden Geschlechterverhältnisse in den Kontrollen von 
30-70% Männchen gegenüber 70-30% Weibchen als valide bezeichnet. 
 
Es konnte jedoch an diesem Endpunkt das hohe Potential von TR als bekannter 
androgen- ähnlicher ED beobachtet werden [Seki M. et al., 2006]. 
 
In den 4tPP-Behandlungsgruppen der F1-Generation wurden keine signifikant 
verweiblichenden Effekte beobachtet. 
 
3.2.5. Bestimmung der Vitellogeninkonzentration 
 
Nach der phänotypischen Geschlechtszuordnung wurden pro Replikat zufällig 6 ♂ 
und 6 ♀ zur Vtg-Bestimmung ausgewählt. In Summe wurde in 12 Proben pro 
Replikat die Vtg-Konzentration in der Leber bestimmt. 
Das in Kapitel 3.2.4 beschriebene Auswahlverfahren war jedoch für die 
Behandlungsgruppen 400 µg 4tPP/L und 50 ng TR/L in der F0-Generation nicht 
möglich. In der F1-Generation trat dieser Fall in der Behandlungsgruppe 25 ng TR/L 
auf. Auf Grund der im vorangegangenen Kapitel beobachteten Effekte der 
Vermännlichung bzw. Verweiblichung innerhalb der erwähnten Behandlungsgruppen 
lagen entweder weniger als sechs Weibchen oder weniger als sechs Männchen vor. 
In diesen Fällen wurde die tatsächliche Anzahl an Weibchen oder Männchen 
ausgewählt. Die Differenz zu 12 Tieren pro Replikat wurde mit Tieren des jeweiligen 
anderen Geschlechts aufgefüllt. 
 
Dies bedeutet, dass in allen Behandlungsgruppen jeweils 48 Versuchstiere auf ihre 
Vtg-Konzentration (ng Vtg/mg Leber) hin untersucht wurden. Dies ergibt für die F0-
Generation eine Gesamtprobenzahl zur Vtg-Bestimmung von 432 Proben und für die 
F1-Generation von 288 Proben. 
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Die Herstellerfirma Biosense® des ELISA-Test Kits empfiehlt die Berechnung der 
Bestimmungs- (Limit of Quantification = LoQ) und Nachweisgrenze (Limit of 
Detection = LoD) über die mittlere Kalibriergerade aller für eine Gesamtmessung 
verwendeten Kalibriergeraden. Des Weiteren wird empfohlen, keine ermittelte 
Standardfunktion mit einem Korrelationsfaktor (R²) < 0,99 zu verwenden. Zusätzlich 
sollen korrigierte Messwerte (ExtinktionMesswert – ExtinktionBlindwert) < 0,01 nicht weiter 
berechnet werden. Diese Sicherheitsmaßnahmen müssen berücksichtigt werden, 
damit die Ermittlung der Vtg-Konzentrationen ausreichend statistisch abgesichert ist 
[Biosense® 2006]. 
 
Zur Berechnung der LoQ einer Messreihe wurde die mittlere Standardfunktion aller 
gemessenen Platten ermittelt. Der erste „korrigierte“ Messwert der Standardfunktion 
mit einem Ergebnis ≥ 0,01 wurde danach, wie beispielhaft in Tab. 3.19 und 
anschließender Formel aus der F0-Generation gezeigt, zur Berechnung der LoQ 
herangezogen. 
 
Tab. 3.19: Berechnung LoQ 
Probe 
Messwert 
[ng Vtg/mL] 
Vf 
LH 
Vf 
Probenaufbereitung 
LoQ 
[ng Vtg/mg Leber] 
ST 10 0,1 30 50 0,15 
ST: Standard; Vtg: Vitellogenin; Vf: Verdünnungsfaktor; LH: Leberhomogenat; LoQ: Limit of 
Quantification 
 
 Formel zur Berechnung von LoQ: 
 
LoQ =            (  )     (                  ) 
 
In der F0-Generation wurde nach Messung von insgesamt 37 ELISA-Test Kit Platten 
eine LoQ von 0,15 ng Vtg/mg Leber berechnet. Aus diesem Grund wurden Proben 
mit einem Messergebnis < 0,15 ng Vtg/mg Leber mit der LoQ berichtet. 
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In der F1-Generation wurde nach Messung von insgesamt 24 ELISA-Test Kit Platten 
eine LoQ von 0,50 ng Vtg/mg Leber berechnet. Aus diesem Grund wurden Proben 
mit einem Messergebnis < 0,50 ng Vtg/mg Leber mit der LoQ genannt. 
 
Während der Vtg-Messungen wurden teilweise sehr hohe Varianzen zwischen den 
einzelnen Messwerten der Leberproben aus einer Behandlungsgruppe beobachtet. 
Dies wurde nach Rücksprache mit der Herstellerfirma Biosense® als biologisch 
alters- und geschlechtsspezifische Schwankungen der Proben eingestuft. Generell 
sind hohe Varianzen bei diesem Nachweisverfahren nicht untypisch und die Vtg-
Konzentration in der Leber liegt bei Medaka meist unterhalb der auffindbaren Vtg-
Konzentration in Blutplasmaproben [Tatarazako, N. et al, 2004]. Auf Grund dessen 
wurde die nachfolgende statistische Analyse der Vtg-Konzentrationen mit dem 
gemittelten Medianwert und nicht dem MW vollzogen. Alle gemessenen Vtg-
Konzentrationen in der F0-Generation und der F1-Generation können in Anhang 6.8 
eingesehen werden. 
 
Für die statistische Analyse der mittleren Vtg-Konzentration der Kontrollen und der 
Behandlungsgruppen in der F0-Generation wurde bei Exposition gegenüber 4tPP ein 
Williams-Test (einseitig größer) und bei Exposition gegenüber TR ein Williams-Test 
(einseitig kleiner) verwendet. Diese unterschiedliche statistische Analyse beruht auf 
dem erwarteten Effekt der jeweiligen Testsubstanz. Nach einer Exposition gegenüber 
4tPP wurde mit steigender Substanzkonzentration ein Anstieg der Vtg-
Konzentrationen gegenüber den Kontrollen erwartet. Nach einer Exposition 
gegenüber TR wurde in gleichem Maße ein Abstieg der Vtg-Konzentrationen 
gegenüber den Kontrollen erwartet [Abe T. et al., 2003; Seki M. et al., 2003, 2006; 
Panter G.H. et al., 2010]. 
 
In Abb. 3.12 und Abb. 3.13 sind die mittleren Vtg-Konzentrationen in der F0- und der 
F1-Generation abgebildet. 
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Abb. 3.12: Mittlere geschlechtsspezifische Vtg-Konzentrationen für phänotypische Männchen 
[F0- und F1-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) der F0-Generation (F0) und F1-Generation (F1) sind die gemittelten Medianwerte 
und die positive Standardabweichung der Vtg-Konzentration von je 4 Replikaten für 
phänotypische Männchen dargestellt. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen             
(α = 0,05) nach einseitigem Williams-Test (4tPP: einseitig größer; TR: einseitig kleiner). 
 
Nach Exposition gegenüber 4tPP wurde in der F0-Generation für phänotypische 
Männchen (s. Abb. 3.12) ein signifikanter Anstieg der Vtg-Konzentration ermittelt. Die 
LOEC liegt bei 200 µg 4tPP/L und die NOEC bei 100 µg 4tPP/L. Die beobachtete 
erhöhte Vtg-Produktion in Männchen nach Exposition gegenüber ≥ 200 µg 4tPP/L 
könnte ein Faktor sein, der zu einer verringerten Reproduktion in den bereits 
angesprochenen 4tPP-Behandlungsgruppen (s. Kapitel 3.2.3) geführt hat. 
 
Zusätzlich ist in Abb. 3.12 erkennbar, dass ein tendenzieller Anstieg der Vtg-
Konzentration in phänotypischen Männchen bereits ab einer Exposition gegenüber 
50 µg 4tPP/L beginnt. In der F0-Generation wurde nach Exposition gegenüber 4tPP 
für phänotypische Weibchen (s. Abb. 3.13) kein Effekt beobachtet. 
TR 4tPP 
* 
* 
* 
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Abb. 3.13: Mittlere geschlechtsspezifische Vtg-Konzentrationen für phänotypische Weibchen 
[F0- und F1-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) der F0-Generation (F0) und F1-Generation (F1) sind die gemittelten Medianwerte 
und die positive Standardabweichung der Vtg-Konzentration von je 4 Replikaten für 
phänotypische Weibchen dargestellt. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen              
(α = 0,05) nach einseitigem Williams-Test (4tPP: einseitig größer; TR: einseitig kleiner). 
 
Nach Exposition gegenüber TR wurde sowohl für phänotypische Männchen als auch 
für phänotypische Weibchen kein signifikanter Effekt bestimmt. 
 
In der F1-Generation wurde in beiden phänotypischen Geschlechtern (s. Abb. 3.12 
und Abb. 3.13) ein signifikanter Anstieg der Vtg-Konzentration ab der 
Behandlungsgruppe 100 µg 4tPP/L ermittelt. Dies ist gleichzeitig die LOEC. Die 
NOEC liegt bei 50 µg 4tPP/L. 
 
In der TR-Behandlungsgruppe wurde nach Exposition gegenüber 25 ng/L kein 
signifikanter Effekt bestimmt. 
TR 4tPP 
* 
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Auf Grund der stark schwankenden Messwerte und der daraus resultierenden hohen 
Varianzen für Vtg-Konzentrationen in phänotypischen Männchen, kann man die 
graphische Darstellung der Vtg-Konzentration von Männchen in den Kontrollgruppen 
nicht gut erkennen (s. Abb. 3.12). Aus diesem Grund werden die gemittelten 
Medianwerte der Kontrollen und Behandlungsgruppen beider Generationen in     
Tab. 3.20 und Tab. 3.21 noch einmal präsentiert. 
 
Tab. 3.20: Mittlere geschlechterspezifische Vtg-Konzentrationen in der F0- und 
F1-Generation für phänotypische Männchen nach Exposition gegenüber 4tPP* 
 
Contr.-1 Contr.-2 
Nominalkonzentration 4tPP [µg a.s./L] 
25 50 100 200 400 
F0 
[ng Vtg/mg Leber] 
0,15 0,17 0,23 8,62 36,9 179 268 
F1 
[ng Vtg/mg Leber] 
0,5 0,57 0,83 2,82 55,3 - - 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; F0: F0-Generation; F1: F1-Generation; Vtg: Vitellogenin; -: keine 
Angabe 
 
Tab. 3.21: Mittlere geschlechterspezifische Vtg-Konzentrationen in der F0- und 
F1-Generation für phänotypische Männchen nach Exposition gegenüber TR* 
 
Contr.-1 Contr.-2 
Nominalkonzentration TR [ng a.s./L] 
25 50 
F0 
[ng Vtg/mg Leber] 
0,15 0,17 0,15 0,17 
F1 
[ng Vtg/mg Leber] 
0,5 0,57 0,51 - 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; F0: F0-Generation; F1: F1-Generation; Vtg: Vitellogenin; -: keine 
Angabe 
 
Die angesprochene hohe Varianz wird besonders bei Vtg-Konzentrationen von 
phänotypischen Weibchen, dargestellt in Abb. 3.13, erkennbar. Besonders auffällig 
ist die hohe SA der zweiten Kontrollgruppe in der F0-Generation. 
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Zusätzlich fällt bei weiterer Betrachtung der Abb. 3.13 auf, dass sowohl zwischen den 
Kontrollgruppen einer Generation als auch zwischen den beiden Generationen 
größere Schwankungen der gemittelten Medianwerte durchaus üblich sind. Ein 
Grund hierfür ist, dass Vtg sehr abhängig vom Entwicklungsstand/Reifegrad der 
Weibchen ist. Weibchen, die zum Testende nicht in einem Reproduktionszyklus 
waren, wiesen meist geringere Vtg-Konzentrationen auf, als Weibchen, die am 
Testende reproduktionsaktiv waren. Des Weiteren fällt für die Vtg-Konzentrationen 
der F0-Generation auf, dass eine tendenzielle Konzentrations-Wirkungsbeziehung 
zwischen ansteigender 4tPP-Konzentration und Vtg-Konzentration vorhanden ist. Die 
Konzentrations-Wirkungsbeziehung ist auch in der F1-Generation nach Exposition 
gegenüber 4tPP tendenziell erkennbar und spiegelt sich auch in Literaturangaben 
wieder [Abe et al., 2003; Seki et al., 2003]. In diesen Literaturangaben ist ein Anstieg 
der Vtg-Konzentration mit steigender 4tPP-Testkonzentration beobachtet wurden. 
Außerdem ist die Absenkung der Vtg-Konzentration nach Exposition gegenüber TR 
für phänotypische Weibchen in der F0-Generation deutlich erkennbar, aber auf Grund 
der angesprochenen hohen Varianzen der Vtg-Konzentrationen der Kontrollen nicht 
signifikant nachweisbar. 
 
3.2.6. Übersicht über die histologischen Befunde 
 
Die Proben für die histologische Untersuchung wurden den zur Vtg-Bestimmung 
ausgewählten Versuchstieren entnommen. Die Auswahl bezog sich hierbei jeweils 
auf die ersten 5 ♂ und 5 ♀ Medakas. Insgesamt wurden 10 Versuchstiere pro 
Replikat histologisch untersucht. War dies, wie auch in der Vtg-Bestimmung 
beschrieben, auf Grund des phänotypischen Geschlechterverhältnisses (Anzahl ♂ 
oder ♀ < 5) nicht möglich, wurde dieselbe Vorgehensweise angewandt wie bei der 
Auswahl für die Vtg-Messung. Resultierend aus dieser Vorgehensweise wurden in 
der F0-Generation 360 und in der F1-Generation 240 Versuchstiere histologisch 
untersucht. 
In Tab. 3.22 sind die Versuchstiere der Kontrollen und Behandlungsgruppen der F0-
Generation genannt, bei denen histologische Abweichungen der 
Gonadenentwicklung wie Testis-Ova (TO), Ova-Testis (OT) und Intersex-Stadien 
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beobachtet wurden. Des Weiteren werden Versuchstiere berichtet, bei denen 
eindeutige Abweichungen gegenüber der phänotypischen 
Geschlechtsdifferenzierung auftraten. Die Bezeichnung TO bedeutet, dass 
anteilmäßig mehr testikuläres als ovarielles Gonadengewebe im Tier vorliegt und es 
daher als funktionelles Männchen gewertet wird. Bei OT hingegen, liegt prozentual 
mehr ovarielles als testikuläres Gewebe vor und das Versuchstier wird als 
funktionelles Weibchen definiert. Die Bezeichnung Intersex-Stadium oder auch 
Intersex definiert sich aus gleichen Teilen an ovariellem und testikulärem 
Gonadengewebe. Im gesamten FFLC trat kein OT-Befund auf. Es wurden jedoch 
TO-Befunde und Intersex-Stadien erkannt. Des Weiteren werden auch Medakas 
genannt, bei denen keine Gonaden zur Untersuchung des funktionellen 
Geschlechtsmerkmals vorlagen (Gonade fehlt). Bei einer solchen histologischen 
Befundung gibt es zwei mögliche Ursachen. Einerseits können in einem Versuchstier 
auf Grund von zu geringer Körpergröße die Gonaden nicht in der gewählten 
histologischen Schnittebene positioniert sein. Andererseits können Gonaden 
zufälligerweise bei vorangegangen Arbeiten, wie der Leberentnahme, in der 
geöffneten Körperhöhle verschoben worden sein. 
 
Tab. 3.22: Vergleich phänotypisches und histologisches Geschlecht der F0-
Generation* 
Behandlungsgruppe Tiernummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Contr.-1 
12 M F 
34 M M + TO 
95 M F 
96 M M + TO 
Contr.-2 
763 F Gonade fehlt 
799 F Gonade fehlt 
811 M M + TO 
823 F Gonade fehlt 
50 µg 4tPP a.s./L 
243 M M + TO 
244 M M + TO 
276 M M + TO 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova 
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Tab. 3.22: Vergleich phänotypisches und histologisches Geschlecht der F0-
Generation* (Fortsetzung) 
Behandlungsgruppe Tiernummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
100 µg 4tPP a.s./L 
363 M M + TO 
395 M M + TO 
396 M M + TO 
397 M M + TO 
399 F Gonade fehlt 
456 M M + TO 
459 M M + TO 
464 F M 
200 µg 4tPP a.s./L 
483 M M + TO 
485 F M + TO 
486 M M + TO 
526 F M + TO 
533 F M 
541 M M + TO 
547 M M + TO 
551 M M + TO 
574 M M + TO 
583 F Intersex 
400 µg 4tPP a.s./L 
601 M Intersex 
603 F M 
604 F M 
605 F M + TO 
606 M M + TO 
631 M M + TO 
633 M M + TO 
635 M Gonade fehlt 
636 F M + TO 
638 F Intersex 
661 M M + TO 
662 M M + TO 
663 M M + TO 
664 M M + TO 
665 F M + TO 
667 F M + TO 
691 F M + TO 
692 F Gonade fehlt 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova  
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Tab. 3.22: Vergleich phänotypisches und histologisches Geschlecht der F0-
Generation* (Fortsetzung) 
Behandlungsgruppe Tiernummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
400 µg 4tPP a.s./L 
694 M M + TO 
695 M M + TO 
696 M M + TO 
697 F M 
698 F M + TO 
25 ng TR a.s./L 
850 M Gonade fehlt 
874 M M + TO 
901 M M + TO 
50 ng TR a.s./L 
1029 M Gonade fehlt 
1058 F M 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova 
 
Von den 360 histologisch untersuchten Medakas in der F0-Generation, konnten acht 
Versuchstiere (763, 799, 823, 399, 635, 692, 850 und 1029) nicht bewertet werden, 
da kein Gonadengewebe in den histologischen Schnitten vorlag. Dies entspricht 
einem prozentuellen Anteil von 2% der histologisch untersuchten Tiere. 
 
In den beiden höchsten 4tPP-Behandlungsgruppen 200 und 400 µg/L wurden 
Intersex-Stadien bei den Versuchstieren 583 (s. Abb. 3.14), 601 und 638 entdeckt. 
Bei Versuchstier 601 handelt es sich um ein phänotypisches Männchen, das nach 
Exposition gegenüber 400 µg 4tPP/L in den Gonaden bereits Effekte einer 
endokrinen Störung in Form der Bildung von ovariellem Gewebe aufzeigt. Jedoch 
scheint das phänotypische Geschlechtsmerkmal noch nicht beeinflusst zu sein. Die 
Versuchstiere 583 (200 µg 4tPP/L) und 638 (400 µg 4tPP/L) zeigen bereits 
phänotypisch weibliche Merkmale wobei die Gonaden ein Intersex-Stadium 
aufzeigten. Alle drei genannten Versuchstiere wurden weiterführend dargestellt, um 
exaktere Aussagen über den vorhandenen Effekt des Intersex-Stadiums treffen zu 
können (s. Kapitel 3.2.7). 
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Abb. 3.14: Schnittpräparat von Tier 583 (Intersex-Stadium). 
 
In den Kontrollen erkennt man, dass zwei von insgesamt 80 untersuchten Medakas 
phänotypisch einem anderen Geschlecht zugeordnet wurden als dies histologisch 
festgestellt wurde. Dies entspricht einem Anteil von 2,5%. Bei diesen zwei 
Versuchstieren (12 und 95) ist davon auszugehen, dass die Form der Afterflosse 
dem falschen Geschlecht zugeordnet wurde oder es sich um einen spontanen 
Geschlechtswechsel in Kontrolltieren handelt. Bei insgesamt drei phänotypisch 
männlichen Medakas wurden in der Kontrolle TO-Gonadengewebe gefunden. Der 
Fall, dass weibliche oder auch männliche Medakas in Kontrollgruppen ihr Geschlecht 
spontan umwandelten oder es zu TO-Bildung kam, ist für den Medaka bekannt [Grim 
et al., 2007; Shinomiya A. et al., 2010]. 
 
Auf Grund der genannten Unterschiede der phänotypischen und histologischen 
Geschlechterdifferenzierung ergab sich in der F0-Generation ein histologisches 
Geschlechterverhältnis, welches in Abb. 3.15 dargestellt ist. Die statistische Analyse 
wurde mittels Chi²-Vierfeldertest durchgeführt. Es trat abweichend zum 
Männliche 
Gonade 
Ovidukt mit 
Oocyten 
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phänotypischen Geschlechterverhältnis kein signifikanter Effekt der Verweiblichung 
nach Exposition gegenüber 4tPP auf. Die NOEC liegt daher bei ≥ 400µg 4tPP/L. 
 
 
Abb. 3.15: Histologisches Geschlechterverhältnis [F0-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F0-Generation ist das mittlere 
histologische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. Hierbei gibt der untere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen, der mittlere Balkenabschnitt den 
prozentualen Anteil an Weibchen und der obere Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an 
Intersex-Stadien wieder. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen nach Chi²-
Vierfeldertest ermittelt. 
 
Ein Grund hierfür ist, dass drei Versuchstiere in der Behandlungsgruppe 400 µg 
4tPP/L (603, 604 und 697), die phänotypisch als Weibchen definiert wurden, als 
funktionelles Geschlecht testikuläres Gonadengewebe aufwiesen. Aus diesem Grund 
wurden die Versuchstiere als funktionelle Männchen gewertet. Zusätzlich wurde bei 
sechs phänotypischen Weibchen derselben Behandlungsgruppe TO-Gewebe 
gefunden und die entsprechenden Fische (605, 636, 665, 667, 691 und 698) als 
funktionelle Männchen gewertet. 
TR 4tPP 
* 
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Bereits nach einer Exposition gegenüber 200 µg 4tPP/L traten in acht Versuchstieren 
TO-Befunde auf (483, 485, 486, 526, 541, 547, 551 und 574). Exemplarisch wird in 
der folgenden Abb. 3.16 ein TO-Befund anhand eines Schnittpräparates von 
Versuchstier 485 gezeigt. 
 
 
Abb. 3.16: Schnittpräparat von Tier 485 (TO-Befund). 
 
Generell fällt mit steigender 4tPP-Konzentration auf, dass der Anteil an 
Versuchstieren mit TO-Befund zunimmt. Dieser beobachtete Effekt der TO-Bildung 
wurde für eine Exposition gegenüber ansteigenden 4tPP-Konzentrationen auf Grund 
der folgenden Publikationen erwartet [Abe T. et al., 2003; Seki M. et al., 2003; Panter 
G.H. et al., 2006]. Die Vermutung der negativen Beeinflussung der 
Fortpflanzungsorgane der Versuchstiere in den beiden höchsten 4tPP-
Behandlungsgruppen (s. Kapitel 3.2.3 bis 3.2.5) wird durch die histologischen 
Ergebnisse bestätigt. Aus den genannten Beobachtungen der Gonadenentwicklung 
ist die niedrigere Reproduktionsrate bei 200 µg 4tPP/L und ausbleibende 
Reproduktion bei 400 µg 4tPP/L erklärbar. 
Männliche Gonade incl. 
Spermatogenese 
Prävitellogene Oocyten 
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Nach Exposition gegenüber TR wurde nach Betrachtung des funktionellen 
Geschlechts ein signifikant vermännlichender Effekt bei 50 ng TR/L ermittelt. Dies ist 
gleichzeitig die LOEC. Die NOEC liegt bei 25 ng TR/L. Dieser Effekt wurde bereits 
bei der phänotypischen Geschlechtsbestimmung berichtet. In der 
Behandlungsgruppe 25 ng TR/L wurden bei den Versuchstieren 874 und 901 TO-
Gonadengewebe erkannt. Beide Tiere wurden als phänotypische Männchen 
gewertet. In diesen beiden Fällen kann es sich ggf. um Medakas handeln, die auf 
Grund der Substanzeinwirkung bereits komplette Veränderungen des 
phänotypischen Geschlechtsmerkmals aufzeigen. Jedoch sind im funktionellen 
Geschlecht nur geringe Veränderungen erkennbar. In der Behandlungsgruppe        
50 ng TR/L wurde bei Versuchstier 1058 ausschließlich testikuläres Gonadengewebe 
gefunden, jedoch ein weibliches phänotypisches Geschlecht festgestellt. In diesem 
Fall kann es bereits zu einem substanzbedingten kompletten Wechsel des 
funktionellen Geschlechts gekommen sein, jedoch hat sich dieser Effekt nicht auf das 
phänotypische Geschlechtsmerkmal ausgeübt. 
 
In Tab. 3.23 sind die Versuchstiere der einzelnen Kontrollen bzw. 
Behandlungsgruppen der F1-Generation genannt. Es werden hier nur die 
Versuchstiere gelistet bei denen entweder histologische Effekte oder eindeutige 
Abweichungen gegenüber der phänotypischen Geschlechtsdifferenzierung auftraten. 
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Tab. 3.23: Vergleich phänotypisches und histologisches Geschlecht der F1-
Generation* 
Behandlungsgruppe Tiernummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Contr.-1 
1143 M M + TO 
1173 M M + TO 
1174 M M + TO 
1182 M M + TO 
Contr.-2 
1802 M M + TO 
1812 M F 
25 µg 4tPP a.s./L 
1266 M M + TO 
1294 M Gonade fehlt 
1295 M M + TO 
1297 M Gonade fehlt 
1298 M Gonade fehlt 
50 µg 4tPP a.s./L 
1326 M M + TO 
1333 M F 
1352 M Gonade fehlt 
1381 M M + TO 
1421 M F 
1428 F M 
100 µg 4tPP a.s./L 
1446 M F 
1476 M M + TO 
1502 M M + TO 
1505 M F 
1510 M M + TO 
1532 M F 
1537 M F 
25 ng TR a.s./L 1956 M F 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova 
 
In der F1-Generation ist in vier (1294, 1297, 1298 und 1352) von 240 Proben kein 
Gonadengewebe in den Schnittebenen zur histologischen Geschlechtsbestimmung 
gefunden worden. Dies entspricht einem Anteil von ca. 2% und ist mit dem Wert der 
F0-Generation identisch. Des Weiteren wurde kein Intersex-Stadium in den Gonaden 
entdeckt. Vergleicht man dieses Ergebnis mit den Erfahrungen aus der F0-
Generation erkennt man, dass es anscheinend erst nach einer Exposition gegenüber 
4tPP-Konzentrationen ≥ 200 µg/L zur Ausbildung von Intersex-Stadien in Medakas 
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kommt. Bei niedrigeren 4tPP-Konzentrationen war der Einfluss des ED´s 
offensichtlich nicht ausreichend um eine Störung der Gonadenentwicklung 
hervorzurufen. 
 
Innerhalb der Kontrollen kam es in der F1-Generation nur bei Versuchstier 1812 zu 
einem Wiederspruch zwischen dem funktionellen Geschlecht und dem 
phänotypischen Geschlechtsmerkmals. In diesem Fall wurde ein phänotypisches 
Männchen erkannt, das aber rein ovarielles Gonadengewebe vorzeigt. Es kann sich 
bei Versuchstier 1812 um ein phänotypisch falsch zugeordnetes Tier oder über einen 
spontanen Geschlechtswechsel handeln. 
 
Nach Exposition gegenüber 4tPP nimmt die Beobachtung eines TO-Befundes 
wiederum parallel mit der Konzentration zu. Dies entspricht auch den Erfahrungen 
aus der F0-Generation und belegt daher, dass es sich nicht um transgenerationale 
Effekte bei der Gonadenreifung nach Langzeitexposition handelt. 
 
In der TR-Behandlungsgruppe 25 ng/L wurde Versuchstier 1956 als phänotypisches 
Männchen gedeutet. Dieses Versuchstier zeigt jedoch rein ovarielles 
Gonadengewebe auf. In diesem Fall kann ein eindeutiger Wechsel des sekundären 
Geschlechtsmerkmals bedingt durch Exposition gegenüber einem ED vollzogen 
worden sein. 
 
Aus den genannten Unterschieden der phänotypischen und histologischen 
Geschlechterdifferenzierung ergab sich in der F1-Generation ein korrigiertes 
Geschlechterverhältnis, welches in Abb. 3.17 dargestellt ist. Die statistische Analyse 
wurde mittels Chi²-Vierfeldertest durchgeführt. Es trat gleichbleibend zum 
phänotypischen Geschlechterverhältnis ein signifikanter vermännlichender Effekt in 
der F1-Generation nach Exposition gegenüber 25 ng TR/L auf. Auf Grund dieses 
Ergebnisses kann man erneut, wie bereits für das phänotypische Geschlecht 
diskutiert, einen transgenerationalen vermännlichenden Effekt diskutieren. Der 
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beobachtete Unterschied ist jedoch zwischen den Ergebnissen der beiden 
Generationen zu gering, um eine solche Hypothese zu vertreten. 
 
 
Abb. 3.17: Histologisches Geschlechterverhältnis [F1-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F1-Generation ist das mittlere 
histologische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. Hierbei gibt der untere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen und der obere Balkenabschnitt den 
prozentualen Anteil an Weibchen wieder. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen nach 
Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
 
Die in diesem Abschnitt genannten Versuchstiere der F0- und F1-Generation werden 
im folgenden Kapitel 3.2.7 weiterführend diskutiert, um eine Aussage über die 
beobachteten endokrinen Effekte nach der Bestimmung des genetischen 
Geschlechts treffen zu können.   
TR 4tPP 
* 
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3.2.7. Genetische Geschlechtsbestimmung 
 
Zur Bestimmung des genetischen Geschlechts der Versuchstiere wurden dieselben 
10 Medakas herangezogen, die bereits bei der histologischen 
Geschlechtsbestimmung verwendet wurden. Die Bestimmung des genetischen 
Geschlechts teilte sich in zwei Arbeitsschritte auf. Im ersten Schritt wurde das Gen 
Actin nachgewiesen, um eine Aussage darüber zu treffen, ob in den Flossengewebe-
Proben ausreichend DNA vorhanden war, um eine Bestimmung des genetischen 
Geschlechts durchzuführen. War dies erfolgreich, so wurde im zweiten Arbeitsschritt 
mit Hilfe des DMY-Gens das genetische Geschlecht des Tieres bestimmt. 
 
In Tab. 3.24 werden die Versuchstiere der F0-Generation gelistet, bei denen 
Unterschiede in der phänotypischen, histologischen und genetischen 
Geschlechterzuordnung auftraten. Die Ergebnisse für die genannten Versuchstiere 
werden anschließend diskutiert. 
 
Tab. 3.24: Vergleich phänotypisches, histologisches und genetisches 
Geschlecht der F0-Generation* 
Behandlungs- 
gruppe 
Tier- 
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Contr.-1 
12 M F F 
34 M M + TO M 
95 M F F 
96 M M + TO M 
Contr.-2 
763 F Gonade fehlt F 
799 F Gonade fehlt F 
811 M M + TO M 
823 F Gonade fehlt F 
25 µg 4tPP a.s./L 159 F F M 
50 µg 4tPP a.s./L 
243 M M + TO M 
244 M M + TO M 
276 M M + TO M 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova   
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Tab. 3.24: Vergleich phänotypisches, histologisches und genetisches 
Geschlecht der F0-Generation* (Fortsetzung) 
Behandlungs- 
gruppe 
Tier- 
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
100 µg 4tPP a.s./L 
363 M M + TO M 
395 M M + TO M 
396 M M + TO M 
397 M M + TO M 
399 F Gonade fehlt F 
456 M M + TO M 
459 M M + TO M 
464 F M M 
200 µg 4tPP a.s./L 
483 M M + TO M 
485 F M + TO M 
486 M M + TO M 
526 F M + TO M 
533 F M M 
541 M M + TO M 
547 M M + TO M 
551 M M + TO M 
553 F F M 
574 M M + TO M 
583 F Intersex F 
400 µg 4tPP a.s./L 
601 M Intersex M 
603 F M M 
604 F M M 
605 F M + TO M 
606 M M + TO M 
631 M M + TO M 
633 M M + TO M 
635 M Gonade fehlt M 
636 F M + TO M 
638 F Intersex F 
661 M M + TO M 
662 M M + TO M 
663 M M + TO M 
664 M M + TO M 
665 F M + TO M 
667 F M + TO M 
691 F M + TO M 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova   
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Tab. 3.24: Vergleich phänotypisches, histologisches und genetisches 
Geschlecht der F0-Generation* (Fortsetzung) 
Behandlungs- 
gruppe 
Tier- 
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
400 µg 4tPP a.s./L 
692 F Gonade fehlt M 
694 M M + TO M 
695 M M + TO M 
696 M M + TO M 
697 F M M 
698 F M + TO M 
25 ng TR a.s./L 
850 M Gonade fehlt M 
874 M M + TO M 
901 M M + TO M 
50 ng TR a.s./L 
970 M M F 
995 M M F 
996 M M F 
1005 M M F 
1022 M M F 
1029 M Gonade fehlt M 
1052 M M F 
1058 F M M 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova 
 
Durch die Bestimmung des genetischen Geschlechts konnten alle acht Medakas 
(763, 799, 823, 399, 635, 692, 850 und 1029), bei denen während der funktionellen 
Geschlechtsbestimmung keine Gonaden vorlagen, einem genetischen Geschlecht 
zugeordnet werden. Des Weiteren wurden Versuchstier 12 und 95 aus der ersten 
Kontrolle als genetische Weibchen identifiziert. Bei diesen beiden Versuchstieren in 
den Kontrollen ist auch nach erneuter Betrachtung der phänotypischen 
Geschlechtsmerkmale (s. Abb. 3.18) nicht auszuschließen, dass es sich um 
phänotypische Männchen gehalten hat. Eine eindeutige rechteckige weibliche 
Afterflossenform lag nicht vor, obwohl sowohl das histologische als auch das 
genetische Geschlecht das weibliche Geschlecht belegen. In diesen beiden Fällen ist 
nicht genau zu sagen, ob es sich um eine fehlerhafte Deutung des phänotypischen 
Geschlechts gehandelt hat. Es scheint sich hierbei eher um einen beginnenden 
Prozess der bekannten spontanen Geschlechtsumwandlung gehandelt zu haben. 
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Abb. 3.18: Aufnahme des phänotypischen Geschlechtsmerkmals von Tier 12 (A) und 95 (B). 
 
Die phänotypisch männlichen Versuchstiere 34, 96 und 811 aus beiden Kontrollen 
wiesen TO-Gonadengewebe auf. Diese drei Versuchstiere wurden jedoch als 
genetische Männchen erkannt. Auf Grund der Beobachtungen kann man an diesen 
Beispielen frühe Stadien eines spontanen Geschlechtswechsels ohne Exposition 
gegenüber EDs erkennen. Dieser natürliche Prozentsatz an spontanen 
Geschlechtswechseln sollte in einer Risikobewertung von Prüfsubstanzen 
berücksichtigt werden. 
 
Durch den Nachweis des genetischen Geschlechts der Versuchstiere nach 
Exposition gegenüber 4tPP verdeutlichen sich die Befunde der histologischen und 
phänotypischen Geschlechtsbestimmung. In Medaka 159 aus der 
Behandlungsgruppe 25 µg 4tPP/L ist ein kompletter phänotypischer und 
histologischer Geschlechtswechsel (Weibchen) gegenüber des genetischen 
Geschlechtsmerkmals (Männchen) erkennbar. 
 
In den drei genannten Versuchstieren 243, 244 und 276 der Behandlungsgruppe    
50 µg 4tPP/L wurde TO-Gonadengewebe erkannt. Nach phänotypischer und 
genetischer Untersuchung des Geschlechts wurden diese drei Medakas als 
Männchen identifiziert. In diesen Fällen erkennt man, dass die verweiblichende 
Wirkung nach Exposition gegenüber des östrogen-ähnlichem wirkenden 4tPP auf der 
A B 
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zellulären Ebene der Gonadenentwicklung bereits begonnen hat. Dieser Effekt ist 
nach Exposition gegenüber 100 und 200 µg 4tPP/L bei jeweils sechs Medakas    
(100 µg 4tPP/L: 363, 395, 396, 397, 456 und 459; 200 µg 4tPP/L: 483, 486, 541, 547, 
551 und 574) sowie bei 10 Medakas in der Behandlungsgruppe 400 µg 4tPP/L (606, 
631, 633, 661, 662, 663, 664, 694, 695 und 696) erkennbar. In diesen Fällen erkennt 
man eine Dosis-Wirkung-Beziehung bzgl. der Zunahme von TO-Funden bei 
steigender 4tPP-Konzentration in genetischen sowie phänotypischen Männchen. 
 
Nach Exposition gegenüber 4tPP ≥ 200 µg/L erkennt man einen weiteren Effekt, der 
bei 200 µg/L in zwei (485 und 526) und bei 400 µg/L in sechs Versuchstieren (605, 
636, 665, 667, 691 und 698) aufgetreten war. In den genannten Versuchstieren liegt 
bei genetischen Männchen eine TO-Bildung im funktionellen Geschlecht vor. 
Zusätzlich weisen diese Versuchstiere phänotypisch weibliche Geschlechtsmerkmale 
auf. In diesen Fällen scheint bereits ein kompletter Wechsel der phänotypischen 
Geschlechtsmerkmale stattgefunden zu haben. 
 
Des Weiteren wurde beobachtet, dass lediglich das phänotypische 
Geschlechtsmerkmal (Weibchen) vom histologischen und genetischen 
Geschlechtsmerkmal (beides Männchen) abweicht. Dies wird in den Versuchstieren 
464 (100 µg 4tPP/L), 533 (200 µg 4tPP/L) sowie 603, 604 und 697 (400 µg 4tPP/L) 
deutlich. Hier scheint die verweiblichende Wirkung von 4tPP nur die Ausbildung des 
sekundären Geschlechtsmerkmals beeinflusst zu haben. 
 
In den drei Intersex-Stadien, die nach histologischer Untersuchung bereits genannt 
wurden, wird durch die Bestimmung des genetischen Geschlechts ein weiterer Effekt 
nach Exposition gegenüber 4tPP erkennbar. 
 
Das Versuchstier 601 (400 µg 4tPP/L) zeigt phänotypische und genetische 
männliche Geschlechtsmerkmale. In diesem Fall erkennt man, dass sich die 
verweiblichende Wirkung von 4tPP nur auf Ebene der Gonaden wiederspiegelt. Die 
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Versuchstiere 583 (200 µg 4tPP/L) und 638 (400 µg 4tPP/L) zeigen phänotypische 
und genetische weibliche Geschlechtsmerkmale auf. In Kombination mit dem Befund 
eines Intersex-Stadiums der Gonaden ist dies sehr interessant. In beiden Fällen ist 
trotz Exposition gegenüber östrogen-wirkendem 4tPP und genetischer Vorgabe zur 
Ausbildung weiblicher Gonaden dennoch in gleichem Maße testikuläres und 
ovarielles Gewebe gebildet worden. Nachmessungen der genetischen 
Geschlechtsbestimmung bestätigten das genetisch festgelegte weibliche 
Geschlechtsmerkmal. Dieser Effekt lässt daher die Vermutung zu, dass ein 
spontaner Geschlechtswechsel auch gegen den Einfluss von östrogen-wirkenden 
EDs vollzogen wird. 
 
In Medaka 553 (200 µg 4tPP/L) erkennt man, dass durch die östrogene Wirkung von 
4tPP sowohl das funktionelle als auch das phänotypische Geschlechtsmerkmal 
(Weibchen) vollkommen vom vorgegebenen genetischen Geschlechtsmerkmal 
(Männchen) abweicht. In diesem Fall wurde ein kompletter Geschlechtswechsel 
beobachtet. 
 
Nach Exposition gegenüber TR wurde in der Behandlungsgruppe 50 ng/L unter 
Berücksichtigung des genetischen Geschlechtsmerkmals (Weibchen) in sechs 
Versuchstieren (970, 995, 996, 1005, 1022 und 1052) ein kompletter 
Geschlechtswechsel der phänotypischen und funktionellen Geschlechtsmerkmale 
(Männchen) beobachtet. In diesen sechs Fällen erkennt man sehr deutlich die 
vermännlichende Wirkung des ED´s TR. In der Behandlungsgruppe 25 ng TR/L 
wurde ein weiterer Effekt beobachtet. In den Versuchstieren 874 und 901               
(25 ng TR/L) stimmen das phänotypische und das genetische Geschlecht (beides 
Männchen) überein. Es liegt jedoch in den Gonaden TO-Gewebe vor. Dieser Effekt 
lässt daher die Vermutung zu, dass ein spontaner Geschlechtswechsel auch gegen 
den Einfluss von androgen-wirkenden EDs möglich ist. 
 
Diese Beobachtung kann somit mit dem bereits beschriebenen spontanen 
Geschlechtswechsel des Medakas zusammenhängen, wie dies bereits nach 
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Exposition gegenüber 4tPP erläutert wurde. Dieser sowohl für einen östrogen- und 
androgen-wirkenden ED beobachtete Effekt, macht deutlich, dass ein „natürlicher“ 
spontaner Geschlechtswechsel bei der Risikobewertung einer Prüfsubstanz 
berücksichtigt werden muss. In einem weiteren beobachteten Fall in Medaka 1058 
(50 ng TR/L) weicht das phänotypische Geschlecht (Weibchen) von den beiden 
anderen Geschlechtsbestimmungsmethoden (Männchen) ab. Auch in diesem Fall ist 
evtl. von einem „natürlichen“ spontanen Geschlechtswechsel als Ursache 
auszugehen. 
Aus den genannten Beobachtungen ergab sich für die F0-Generation, dargestellt in 
Abb. 3.19, folgendes genetisches Geschlechterverhältnis. Nach Exposition 
gegenüber 4tPP wurden keine signifikanten Abweichungen gegenüber den 
Kontrollen mittels Chi²-Vierfeldertest erkannt. In der höchsten TR-Konzentration      
50 ng/L trat ein signifikanter vermännlichender Effekt auf. Dies ist gleichzeitig die 
LOEC. Die NOEC liegt bei 25 ng TR /L. 
 
Abb. 3.19: Genetisches Geschlechterverhältnis [F0-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F0-Generation ist das mittlere 
genetische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. Hierbei gibt der untere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen und der obere Balkenabschnitt den 
prozentualen Anteil an Weibchen wieder. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen nach 
Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
* 
TR 4tPP 
Ergebnisse und Diskussion 106 
In Tab. 3.25 sind die Versuchstiere der F1-Generation gelistet, bei denen 
Unterschiede zwischen der phänotypischen, histologischen und genetischen 
Geschlechterzuordnung auftraten. Die Ergebnisse für die genannten Versuchstiere 
werden anschließend diskutiert. 
 
Tab. 3.25: Vergleich phänotypisches, histologisches und genetisches 
Geschlecht der F1-Generation* 
Behandlungs- 
gruppe 
Tier- 
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Contr.-1 
1143 M M + TO M 
1173 M M + TO M 
1174 M M + TO M 
1182 M M + TO M 
Contr.-2 
1802 M M + TO M 
1812 M F F 
25 µg 4tPP a.s./L 
1266 M M + TO M 
1294 M Gonade fehlt M 
1295 M M + TO M 
1297 M Gonade fehlt M 
1298 M Gonade fehlt M 
50 µg 4tPP a.s./L 
1326 M M + TO M 
1333 M F F 
1352 M Gonade fehlt M 
1381 M M + TO M 
1421 M F F 
1428 F M M 
100 µg 4tPP a.s./L 
1446 M F F 
1476 M M + TO M 
1502 M M + TO M 
1505 M F F 
1510 M M + TO M 
1532 M F F 
1537 M F F 
25 ng TR a.s./L 1956 M F F 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.8 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; TO: Testis-Ova 
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In der F1-Generation konnte nachgewiesen werden, dass alle vier Versuchstiere 
(1294, 1297, 1298 und 1352), bei denen die Gonaden nicht untersucht werden 
konnten, die phänotypisch Geschlechtsmerkmale ausgebildet hatten, die nach 
genetischem Geschlechtsmerkmal festgelegt waren. 
 
Insgesamt fünf Medakas (1143, 1173, 1174, 1182 und 1802) aus den 
Kontrollgruppen wiesen bei der histologischen Betrachtung der 
Fortpflanzungsorgane TO-Gonadengewebe auf. Die anderen beiden 
Geschlechtsbestimmungsmethoden zeigen jedoch männliche Eigenschaften auf. In 
diesen Fällen kann man frühe Stadien des spontanen Geschlechtswechsels auf 
Ebene der Gonadenentwicklung erkennen. 
 
In Versuchstier 1812 aus der zweiten Kontrolle wurde das phänotypisch männliche 
Geschlechtsmerkmal richtig gedeutet (s. Abb. 3.20). Jedoch handelte es sich in 
diesem Fall um ein funktionelles und genetisches Weibchen. In diesem Fall kann 
man einen phänotypisch bereits abgeschlossenen spontanen Geschlechtswechsel 
erkennen. 
 
 
Abb. 3.20: Phänotypisches Geschlechtsmerkmal von Tier 1812. 
 
In der F0-Generation wurde bereits ein endokriner Effekt nach Exposition gegenüber 
4tPP auf Ebene der Gonadenentwicklung beobachtet. Dieser Effekt ist auch in der 
F1-Generation erkennbar. In den Versuchstieren 1266 und 1295 (25 µg 4tPP/L), 
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1326 und 1381 (50 µg 4tPP/L) sowie 1476, 1502 und 1510 (100 µg 4tPP/L) wurden 
TO-Funde in phänotypischen und genetischen Männchen erkannt. 
 
In Versuchstier 1428 (50 µg 4tPP/L) ist das phänotypische Geschlechtsmerkmal 
(Weibchen) abweichend vom funktionellen und genetischen Geschlecht (Männchen) 
ausgebildet worden. Hierbei erkennt man die östrogen-wirkende Eigenschaft von 
4tPP nur an der Veränderung des sekundären phänotypischen 
Geschlechtsmerkmals. 
 
Im Vergleich zur F0-Generation trat in der F1-Generation nach Exposition gegenüber 
4tPP häufiger der Effekt auf, dass genetische und funktionelle Weibchen hingegen 
phänotypisch männliche Geschlechtsmerkmale ausbildeten (1333, 1421, 1446, 1505, 
1532 und 1537). 
 
Da es sich bei den diskutierten Tieren um genetische Weibchen handelt und die 
Testsubstanz 4tPP als östrogen-wirkende Substanz zu einer Verweiblichung führen 
sollte, ist davon auszugehen, dass es sich um einen spontanen Geschlechtswechsel 
handelt. Die Beobachtung, dass selbst unter östrogenem Einfluss ein spontaner 
Geschlechtswechsel zum Männchen möglich zu sein scheint, belegt die 
Notwendigkeit den spontanen Geschlechtswechsel des Medakas bei der Bewertung 
chronischer Fischstudien zu berücksichtigen. 
 
Nach Exposition gegenüber 25 ng TR/L wurde in Medaka 1956, der genetische und 
funktionelle weibliche Geschlechtsmerkmale aufweist, der vermännlichende Effekt 
von TR in der Ausbildung des phänotypischen Geschlechtsmerkmals (Männchen) 
erkannt. 
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Unter Berücksichtigung der Ergebnisse der genetischen Geschlechtsbestimmung 
ergibt sich für die F1-Generation folgendes, in Abb. 3.21 dargestelltes, 
Geschlechterverhältnis. 
 
 
Abb. 3.21: Genetisches Geschlechterverhältnis [F1-Generation]. 
Für die Kontrollen (Contr.-1 und Contr.-2) und die Behandlungsgruppen (4tPP [µg/L] bzw. 
TR [ng/L]) von männlichen und weiblichen Medakas der F1-Generation ist das mittlere 
genetische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. Hierbei gibt der untere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen und der obere Balkenabschnitt den 
prozentualen Anteil an Weibchen wieder. *: signifikanter Unterschied zu den Kontrollen nach 
Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
 
Nach statistischer Analyse mittels Chi²-Vierfeldertest wurde nach TR-Exposition eine 
LOEC von 25 ng/L ermittelt. Für die 4tPP-Behandlungsgruppen traten im Vergleich 
zu den Kontrollen keine signifikanten Unterschiede auf. 
Die Ergebnisse der drei verwendeten Methoden zur Geschlechtsbestimmung 
erbrachten zum Teil voneinander abweichende Ergebnisse. Die Unterschiede 
zwischen der genetischen, der phänotypischen und der histologischen 
Geschlechtsbestimmung resultieren in folgende Fragestellung: Auf welcher Ebene 
findet zuerst eine Veränderung des genetisch festgelegten Geschlechts statt?  
* 
TR 4tPP 
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3.3. Ergebnisse – Fish-Sexual-Development-Test unter kurzzeitiger 
Exposition 
 
In diesem Kapitel werden die ausgewerteten biologischen Endpunkte des FSDT´s 
nach kurzzeitiger Peak-Exposition behandelt, wobei jeweils die Ergebnisse der 
einzelnen Endpunkte getrennt dargestellt und anschließend diskutiert werden. Die 
Versuchstiere in den TR- bzw. 4tPP-Behandlungsgruppen wurden gegenüber       
100 ng TR/L oder 400 µg 4tPP/L zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten 
exponiert. Die statistische Analyse der Ergebnisse untersucht Unterschiede zwischen 
der Kontrolle und den unterschiedlichen Expositionsszenarien. 
 
3.3.1. Schlupf- und Überlebensrate 
 
Die Schlupfphase des FSDT´s endete nach 18 d und die Gesamtversuchsdauer lag 
bei 82 d. Bei Versuchsstart wurden 840 Eier eingesetzt. Am Versuchsende waren 
657 Versuchstiere für die weiteren Auswertungen vorhanden. 
 
In Replikat D der Behandlungsgruppe 4tPP 15-18 wurden weniger Tiere gezählt, als 
auf Basis der Schlupfdaten und der täglichen Kontrolle vermutet wurden. Es wurden 
an Stelle von 28 Medakas nur 15 Medakas gezählt. Ein Grund hierfür ist, dass es in 
diesem Aquarium während des frühen Larvenstadiums über eine Nacht hinweg zu 
einer Verstopfung des Aquarienüberlaufes gekommen ist. Aus diesem Grund floss 
das Wasser über die Kanten des Aquariums ab. Dabei ist anscheinend eine größere 
Anzahl an Larven unkontrolliert verloren gegangen. Dieser Vorfall hatte aber keine 
Auswirkung auf auszuwertende biologische Endpunkte. 
 
In Abb. 3.22 ist zu erkennen, dass die mittlere Schlupfrate in der Kontrolle und in 
allen Behandlungsgruppen sehr vergleichbar ist. Dies wurde auch vor 
Versuchsbeginn erwartet, da die Tiere während der embryonalen Entwicklung und 
des larvalen Schlupfvorganges nicht mit den Testsubstanzen belastet wurden. Eine 
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statistische Analyse der mittleren Schlupfraten durch einen Williams Test (einseitig 
kleiner) wies daher keine signifikanten Effekte gegenüber der Kontrolle auf. 
 
 
Abb. 3.22: Mittlere Schlupfraten [FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) des FSDT´s sind die mittleren Schlupfraten und 
die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt. Es wurde kein signifikanter 
Unterschied zu der Kontrolle (α = 0,05) nach Williams-Test (einseitig kleiner) ermittelt. 
 
In Abb. 3.23 ist die mittlere Überlebensrate dargestellt. Mittels statistischer Analyse 
über einen Williams-Test (einseitig kleiner) wurden keine signifikanten Effekte 
ermittelt. Eine kurzzeitige Peak-Belastung durch die beiden Testsubstanzen 4tPP 
und TR bei gewählter Konzentration (4tPP: 400 µg/L; TR: 100 ng/L) hat zu keinen 
Effekten auf die Überlebensrate geführt. Auch innerhalb des jeweils dreitätigen 
Expositionsfensters wurden keine erhöhten Mortalitäten festgestellt. 
  
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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Abb. 3.23: Mittlere Überlebensraten [FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) des FSDT´s sind die mittleren Überlebensraten 
und die Standardabweichung von je 4 Replikaten dargestellt. Es wurde kein signifikanter 
Unterschied zu der Kontrolle (α = 0,05) nach Williams-Test (einseitig kleiner) ermittelt. 
 
3.3.2. Ergebnisse für die wachstumsbezogenen Endpunkte 
 
Am Versuchsende des FSDT´s wurden die Wachstumsparameter Gewicht und 
Länge der Versuchstiere bestimmt. Die Auswertung der vorliegenden Ergebnisse 
wurde geschlechterspezifisch (phänotypisches Geschlechtsmerkmal) statistisch 
mittels Williams-Tests (zweiseitig) analysiert. 
 
In Abb. 3.24 ist das mittlere Gewicht der Versuchstiere wiedergegeben. Die Abb. 
3.25 zeigt die mittlere Länge auf. Nach statistischer Analyse wurden bei beiden 
Wachstumsparametern keine signifikanten Effekte gegenüber der Kontrolle ermittelt. 
Eine kurzzeitige Belastung mit TR bzw. 4tPP hat bei den gewählten Konzentrationen 
und Expositionszeiträumen zu keinen Effekten auf das Wachstum der Fische geführt. 
  
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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Abb. 3.24: Mittleres geschlechtsspezifisches Gewicht [FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) von männlichen und weiblichen Medakas des 
FSDT´s sind die mittleren Gewichte und die Standardabweichung von je 4 Replikaten 
dargestellt. Es wurde kein signifikanter Unterschied zu der Kontrolle (α = 0,05) nach 
Williams-Test (zweiseitig) ermittelt. 
 
Abb. 3.25: Mittlere geschlechtsspezifische Länge [FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) von männlichen und weiblichen Medakas des 
FSDT´s sind die mittleren Längen und die Standardabweichung von je 4 Replikaten 
dargestellt. Es wurde kein signifikanter Unterschied zu der Kontrolle (α = 0,05) nach 
Williams-Test (zweiseitig) ermittelt.  
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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3.3.3. Phänotypisches Geschlechterverhältnis 
 
Am Versuchsende des FSDT´s wurde neben den bereits beschriebenen 
Wachstumsparametern u.a. auch das phänotypische Geschlecht der Medakas über 
die Betrachtung der After- bzw. Rückenflosse bestimmt. Jedes Versuchstier wurde 
fotografisch erfasst. In Abb. 3.26 (A) ist ein phänotypisch männlicher und in Abb. 3.26 
(B) ein weiblicher Medaka aus der Kontrolle des FSDT´s abgebildet. 
 
  
Abb. 3.26: Afterflosse eines phänotypisch männlichen (A) und weiblichen (B) Medakas. 
Man erkennt in A die größere rechteckige Afterflosse des männlichen und in B die kleinere 
dreieckige Afterflosse des weiblichen Medakas. 
 
Die statistische Analyse der Verteilung der Geschlechterverhältnisse wurde, wie 
bereits für den FFLC beschrieben, mittels Chi²-Vierfeldertest durchgeführt. In diesem 
Fall wurden für den FSDT nach kurzzeitiger Peak-Exposition keine signifikanten 
Abweichungen der Behandlungsgruppen gegenüber der Kontrolle ermittelt. Von den 
insgesamt 657 Medakas bei Versuchsende konnten 649 Tiere einem phänotypischen 
Geschlecht zugeordnet werden. Insgesamt acht Tiere (s. Kapitel 6.9) wurden als 
„nicht definierbar“ deklariert. Bei diesen acht Tieren, die sowohl aus der Kontrolle als 
auch aus den Behandlungsgruppen stammen, war das phänotypische Geschlecht 
nicht prägnant genug ausgebildet, um eine genaue Zuordnung des phänotypischen 
Geschlechtsmerkmals durchzuführen. In Abb. 3.27 ist das Geschlechterverhältnis auf 
Basis der phänotypischen Geschlechtsbestimmung abgebildet. 
A B 
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Abb. 3.27: Phänotypisches Geschlechterverhältnis [FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) von männlichen und weiblichen Medakas des 
FSDT´s ist das mittlere phänotypische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten 
dargestellt. Hierbei gibt der untere Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen 
und der obere Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Weibchen wieder. Es wurde kein 
signifikanter Unterschied zu der Kontrolle nach Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
 
Die Ergebnisse belegen, dass bei gewählter TR- und 4tPP-Testkonzentration und 
gewähltem dreitägigem Expositionszeitfenster keine Beeinflussung der 
phänotypischen Geschlechterausprägung stattgefunden hat. Es ist weder eine 
Vermännlichung nach Exposition gegenüber TR noch eine Verweiblichung nach 
Exposition gegenüber 4tPP zu erkennen. Dies zeigt, dass eine kurzzeitige Exposition 
mit EDs in einem Konzentrationsbereich, der bei Dauerexposition Effekte aufweist, 
unter den gewählten Testbedingungen keine Effekte hervorgerufen hat. 
  
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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3.3.4. Bestimmung der Vitellogeninkonzentration 
 
Nach der phänotypischen Geschlechtszuordnung wurden pro Replikat zufällig 6 ♂ 
und 6 ♀ pro Replikat zur Vtg-Bestimmung ausgewählt. In Summe wurde in              
12 Proben pro Replikat die Vtg-Konzentration in der Leber bestimmt. Dies bedeutet, 
dass in der Kontrolle als auch in den TR- und 4tPP-Behandlungsgruppen jeweils    
48 Versuchstiere auf deren Vtg-Konzentration (ng Vtg/mg Leber) hätten untersucht 
werden können. Es wurden jedoch von den theoretisch 336 Proben insgesamt        
17 Medakas zufällig ausgewählt, deren entnommene Leber nicht das ausreichende 
Gewicht besaß, um bei der weiteren Probenbearbeitung nach Herstellerangaben 
behandelt zu werden. Aus den genannten Gründen ergab sich für den gesamten 
FSDT eine Gesamtprobenanzahl zur Vtg-Bestimmung von 319 Proben, die 
aufbereitet und gemessen wurden. 
 
Für den FSDT wurde nach Messung von insgesamt 27 ELISA-Test Kit Platten eine 
LoQ von 0,15 ng Vtg/mg Leber berechnet. Aus diesem Grund wurden Proben mit 
einem Messergebnis < 0,15 ng Vtg/mg Leber mit der LoQ berichtet. 
 
In der statistischen Analyse der mittleren Vtg-Konzentration der Kontrolle und der 
Behandlungsgruppen des FSDT´s wurde für 4tPP ein Williams-Test (einseitig größer) 
und für TR ein Williams-Test (einseitig kleiner) verwendet. Diese unterschiedliche 
statistische Analyse beruht auf dem erwarteten Effekt der jeweiligen Testsubstanz. 
Nach einer Exposition gegenüber 4tPP wurde mit zunehmender 
Substanzkonzentration ein Anstieg der Vtg-Konzentrationen gegenüber den 
Kontrollen erwartet. Nach einer Exposition gegenüber TR wurde in gleichem Maße 
von einem Abstieg der Vtg-Konzentrationen gegenüber den Kontrollen ausgegangen 
[Abe T. et al., 2003; Seki M. et al., 2003, 2006; Panter G.H. et al., 2010]. 
 
Auf Grund der hohen Varianz der gemessenen Vtg-Messwerte in der Kontrolle und 
den Behandlungsgruppen wurde nicht mit dem MW sondern mit dem Medianwert 
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statistisch gearbeitet. Die gemessenen Vtg-Konzentrationen können in Anhang 6.9 
eingesehen werden. 
 
In Abb. 3.28 sind die gemittelten Medianwerte der Vtg-Konzentrationen der 
phänotypischen Weibchen und in Abb. 3.29 die der phänotypischen Männchen 
präsentiert. 
 
 
Abb. 3.28: Mittlere geschlechtsspezifische Vtg-Konzentrationen für phänotypische Weibchen 
[FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) sind die gemittelten Medianwerte und die positive 
Standardabweichung der Vtg-Konzentration von je 4 Replikaten für phänotypische Weibchen 
dargestellt. . Es wurde kein signifikanter Unterschied zu der Kontrolle (α = 0,05) nach 
einseitigem Williams-Test (4tPP: einseitig größer; TR: einseitig kleiner) ermittelt. 
  
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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Abb. 3.29: Mittlere geschlechtsspezifische Vtg-Konzentrationen für phänotypische Männchen 
[FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) sind die gemittelten Medianwerte und die positive 
Standardabweichung der Vtg-Konzentration von je 4 Replikaten für phänotypische 
Männchen dargestellt. . Es wurde kein signifikanter Unterschied zu der Kontrolle (α = 0,05) 
nach einseitigem Williams-Test (4tPP: einseitig größer; TR: einseitig kleiner) ermittelt. 
 
Die statistische Analyse wies für beide Geschlechter keine signifikanten 
Veränderungen der Vtg-Konzentrationen gegenüber der Kontrolle auf. Dies lässt die 
Vermutung zu, dass eine kurzzeitige Exposition gegenüber den beiden EDs nicht 
ausreichend ist, um zu einer Anregung bzw. Hemmung der Vtg-Produktion zu führen. 
Es fällt jedoch in Abb. 3.28 auf, wie bereits bei der Vtg-Bestimmung des FFLC´s 
diskutiert, dass es in beiden phänotypischen Geschlechtern zu hohen Varianzen 
innerhalb einer Gruppe kommen kann. 
 
Nach 64 dph sind die einzelnen Medakas nicht alle im selben Entwicklungsstadium 
Die hohe Varianz der Entwicklungsstadien erhöht die bekannt hohe Varianz der Vtg-
Konzentrationen nochmals. Die Varianzen der im FSDT ermittelten Vtg-Werte sind 
daher noch höher als für den FFLC (Alter der Medakas > 120 dph) berichtet.  
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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3.3.5. Übersicht über die histologischen Befunde 
 
Die Proben für die histologische Untersuchung wurden den zur Vtg-Bestimmung 
ausgewählten Versuchstieren entnommen. Die Auswahl bezog sich hierbei jeweils 
auf die ersten 5 ♂ und 5 ♀ Medakas. Insgesamt wurden 10 Versuchstiere pro 
Replikat histologisch untersucht. Daraus ergab sich eine Gesamtanzahl von 280 
histologisch untersuchten Versuchstieren (s. Tab. 3.26). 
 
Tab. 3.26: Vergleich phänotypisches und histologisches Geschlecht des Fish-
Sexual-Development-Tests* 
Behandlungsgruppe Tiernummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Contr. 
4 M Gonade fehlt 
16 F M 
17 M Gonade fehlt 
20 F M 
41 M F 
46 M F 
64 M F 
68 F M 
76 M Gonade fehlt 
81 F M 
83 F M 
92 M F 
101 M F 
4tPP 5-8 
(400 µg a.s./L) 
127 M Gonade fehlt 
131 M F 
132 M F 
136 F Gonade fehlt 
168 F Gonade fehlt 
182 M F 
184 M F 
187 F M 
190 M F 
200 F M 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.9 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; 5-8, 15-18 und 25-28: 
Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf   
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Tab. 3.26: Vergleich phänotypisches und histologisches Geschlecht des Fish-
Sexual-Development-Tests* (Fortsetzung) 
Behandlungsgruppe Tiernummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
4tPP 5-8 
(400 µg a.s./L) 
212 M F 
217 M Gonade fehlt 
4tPP 15-18 
(400 µg a.s./L) 
273 M Gonade fehlt 
286 F Gonade fehlt 
308 M F 
4tPP 25-28 
(400 µg a.s./L) 
372 M F 
384 F Gonade fehlt 
393 M F 
396 M F 
397 F M 
423 M F 
434 F M 
455 F M 
TR 5-8 
(100 ng a.s./L) 
519 M F 
542 M F 
546 F M 
552 F Gonade fehlt 
573 M F 
587 F M 
TR 15-18 
(100 ng a.s./L) 
609 F M 
611 F M 
620 M Gonade fehlt 
624 F Gonade fehlt 
631 M Gonade fehlt 
665 F M 
666 M F 
669 M F 
674 F M 
678 F M 
698 F M 
699 M F 
701 F M 
706 M F 
TR 25-28 
(100 ng a.s./L) 
721 M Gonade fehlt 
729 M Gonade fehlt 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.9 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; 5-8, 15-18 und 25-28: Expositionszeitraum in 
Tagen nach Schlupf   
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Tab. 3.26: Vergleich phänotypisches und histologisches Geschlecht des Fish-
Sexual-Development-Tests* (Fortsetzung) 
Behandlungsgruppe Tiernummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
TR 25-28 
(100 ng a.s./L) 
731 M F 
768 F Gonade fehlt 
771 M F 
772 M Gonade fehlt 
793 M F 
815 M F 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.9 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; 25-28: Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf 
 
Bei der Betrachtung des funktionellen Geschlechts konnten 18 Medakas auf Grund 
von fehlendem Gonadengewebe nicht untersucht werden (4, 17, 76, 127, 136, 168, 
217, 273, 286, 384, 552, 620, 624, 631, 721, 729, 768 und 772). Das entspricht bei 
einer Gesamtanzahl von 280 Proben einem Anteil von 6%. Dies ist im Vergleich zum 
FFLC (2%) dreimal so hoch. Diese Beobachtung lässt die Vermutung zu, dass die 
Körpergröße der Fische ein entscheidender Faktor sein kann, wie leicht die Gonaden 
in der Körperhöhle unbeabsichtigt verschoben bzw. entfernt werden können. Nach 
Versuchsdauer des FSDT´s waren die Fische deutlich kleiner als die Versuchstiere 
am Testende eines Generationszeitraums des FFLC´s. 
 
In insgesamt 11 Fischen aus der Kontrolle wurde ein Widerspruch zwischen 
phänotypischem Geschlechtsmerkmal und funktionellem Geschlecht beobachtet (16, 
20, 41, 46, 64, 66, 68, 81, 83, 92 und 101). Dies entspricht einem Anteil von 27,5% 
aller Versuchsfische in der Kontrolle, die im Vergleich zum FFLC 11-fach erhöht ist. 
An diesem Beispiel ist ersichtlich, dass die phänotypische Geschlechtsbestimmung 
bei 64 d alten Medakas entweder fehlerbelasteter ist als bei älteren Medakas oder in 
diesem FSDT eine unüblich hohe Rate an spontanen Geschlechtswechseln 
aufgetreten ist [Grim et al., 2007; Shinomiya A. et al., 2010]. Eine höhere 
Abweichung kann dadurch erklärt werden, dass das phänotypische 
Geschlechtsmerkmal noch nicht bei allen Tieren stark genug ausgeprägt war, um 
eine exakte phänotypische Geschlechtsbestimmung durchzuführen. In diesem Fall 
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wäre eine Verlängerung des FSDT´s um evtl. 10-20 Tage hilfreich. Auf Grund von 
laborinternen Erfahrungen ist bekannt, dass nach ca. 70-80 dph die Tiere zumeist 
reproduktionsaktiv sind und das phänotypische Geschlechtsmerkmal besser 
erkennbar ist. 
 
Während der histologischen Untersuchung wurden keine TO- und OT-
Gonadengewebe sowie Intersex-Stadien entdeckt. Dieser Befund zeigt, dass es 
während der dreitägigen Expositionsphase nicht zu endokrinen Effekten auf die 
Gonadenreifung gekommen war. 
 
Aus den genannten Unterschieden der phänotypischen und histologischen 
Geschlechtsdifferenzierung ergab sich für den FSDT ein funktionelles 
Geschlechterverhältnis, welches in Abb. 3.30 dargestellt ist. 
 
Abb. 3.30: Histologisches Geschlechterverhältnis [FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) von männlichen und weiblichen Medakas des 
FSDT´s ist das mittlere histologische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. 
Hierbei gibt der untere Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen und der obere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Weibchen wieder. Es wurde kein signifikanter 
Unterschied zu der Kontrolle nach Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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Die statistische Analyse wurde mittels Chi²-Vierfeldertest durchgeführt. Es trat kein 
signifikanter Effekt bzgl. einer Vermännlichung oder Verweiblichung in den 
Behandlungsgruppen gegenüber der Kontrolle auf. 
 
Die in diesem Abschnitt genannten Versuchstiere werden im folgenden Kapitel 3.3.6 
weiterführend diskutiert, um eine Aussage über die beobachteten endokrinen Effekte 
nach der Bestimmung des genetischen Geschlechts treffen zu können. 
 
3.3.6. Genetische Geschlechtsbestimmung 
 
Zur Bestimmung des genetischen Geschlechts der Versuchstiere wurden die          
10 Medakas verwendet, die bereits bei der histologischen Geschlechtsbestimmung 
untersucht wurden. 
 
In Tab. 3.27 werden die Versuchstiere des FSDT´s aufgezählt, bei denen 
Unterschiede in der phänotypischen, histologischen und genetischen 
Geschlechtszuordnung auftraten. Die jeweiligen Befunde für die genannten 
Versuchstiere werden anschließend diskutiert. 
 
Tab. 3.27: Vergleich phänotypisches, histologisches und genetisches 
Geschlecht des Fish-Sexual-Development-Tests* 
Behandlungs- 
gruppe 
Tier- 
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Contr. 
4 M Gonade fehlt M 
16 F M M 
17 F Gonade fehlt F 
20 F M M 
41 M F F 
46 M F F 
64 M F F 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.9 
Contr.: Kontrolle; M: Männchen; F: Weibchen  
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Tab.: 3.27: Vergleich phänotypisches, histologisches und genetisches 
Geschlecht des Fish-Sexual-Development-Tests* (Fortsetzung) 
Behandlungs- 
gruppe 
Tier- 
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Contr. 
66 M F F 
68 F M M 
76 M Gonade fehlt M 
81 F M M 
83 F M M 
92 M F F 
101 M F F 
4tPP 5-8 
(400 µg a.s./L) 
127 M Gonade fehlt F 
131 M F F 
132 M F F 
136 F Gonade fehlt F 
168 F Gonade fehlt F 
182 M F F 
184 M F F 
187 F M M 
190 M F F 
200 F M M 
212 M F F 
217 M Gonade fehlt M 
4tPP 15-18 
(400 µg a.s./L) 
273 M Gonade fehlt M 
286 F Gonade fehlt F 
308 M F F 
4tPP 25-28 
(400 µg a.s./L) 
372 M F F 
384 F Gonade fehlt F 
393 M F F 
396 M F F 
397 F M M 
423 M F F 
434 F M M 
455 F M M 
TR 5-8 
(100 ng a.s./L) 
519 M F F 
542 M F F 
546 F M M 
552 F Gonade fehlt F 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.9 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; 5-8, 15-18 und 25-28: 
Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf  
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Tab.: 3.27: Vergleich phänotypisches, histologisches und genetisches 
Geschlecht des Fish-Sexual-Development-Tests* (Fortsetzung) 
Behandlungs- 
gruppe 
Tier- 
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
TR 5-8 
(100 ng a.s./L) 
573 M F F 
587 F M M 
TR 15-18 
(100 ng a.s./L) 
609 F M M 
611 F M M 
620 M Gonade fehlt F 
624 F Gonade fehlt F 
631 M Gonade fehlt M 
665 F M M 
666 M F F 
669 M F F 
674 F M M 
678 F M M 
698 F M M 
699 M F F 
701 F M M 
706 M F F 
TR 25-28 
(100 ng a.s./L) 
721 M Gonade fehlt M 
729 M Gonade fehlt F 
731 M F F 
768 F Gonade fehlt F 
771 M F F 
772 M Gonade fehlt M 
793 M F F 
815 M F F 
*Rohdaten der ermittelten Werte s. Anhang 6.9 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; 5-8, 15-18 und 25-28: Expositionszeitraum in 
Tagen nach Schlupf 
 
Während der Betrachtung des genetischen Geschlechts konnten alle 18 
Versuchstiere, bei denen keine Gonaden untersucht werden konnten, ihrem 
genetischen Geschlecht zugeordnet werden (4, 17, 76, 127, 136, 168, 217, 273, 286, 
384, 552, 620, 624, 631, 721, 729, 768 und 772). 
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Bei den Medakas aus der Kontrolle entsprach das genetische nicht immer dem 
phänotypischen Geschlechtsmerkmal. Die Versuchstiere 16, 20, 41, 46, 64, 66, 68, 
81, 83, 92 und 101 der Kontrollgruppe wurden entweder einem phänotypisch 
falschen Geschlecht zugeordnet oder es handelt sich hierbei um spontane 
Geschlechtswechsel, die auf der Ebene des phänotypischen Geschlechtsmerkmals 
bereits abgeschlossen waren. In allen Tieren wurde sowohl das funktionelle als auch 
das genetische Geschlecht gleichermaßen abweichend erkannt. Eine eindeutige 
Beschreibung des vorhandenen Phänotyps ist auf Grund der sehr gering 
ausgeprägten Afterflossenform sehr schwierig. 
 
In den 4tPP-Behandlungsgruppen traten nach Betrachtung der Schnittpräparate 
keine TO- oder OT-Gonadengewebe auf. Aus diesem Grund ist davon auszugehen, 
dass nach Exposition gegenüber 4tPP bei 11 phänotypisch männlich zugeordneten 
Fischen (131, 132, 182, 184, 190, 212, 308, 372, 393, 396 und 423) kein endokriner 
Effekt vorliegt. In diesen Fällen wurden sowohl funktionell als auch genetisch 
weibliche Geschlechtsmerkmale erkannt. Es handelt sich bei diesen Tieren mit hoher 
Wahrscheinlichkeit um phänotypisch falsch zugeordnete Tiere. 
 
In fünf Versuchstieren (187, 200, 397, 434 und 455), die phänotypisch weibliche 
Geschlechtsmerkmale besitzen, wurde histologisch und genetisch ein anderes 
Geschlecht ermittelt. Ursache hierfür kann evtl. eine Verweiblichung auf Ebene des 
sekundären Geschlechtsmerkmals sein. Jedoch kann es sich bei diesem Befund, da 
kein endokriner Einfluss (z.B. TO-Gonadengewebe) vorhanden ist, auch um 
phänotypisch falsch zugeordnete Tiere handeln. Nach 64 dph war das phänotypische 
Geschlechtsmerkmal noch nicht bei allen Tieren stark genug ausgeprägt, um eine 
exakte phänotypische Geschlechtsbestimmung durchzuführen. Diese Beobachtung 
spricht wiederum für eine 10 bis 20-tägige Verlängerung des FSDT´s. 
 
Der Medaka 127 weist nach Exposition gegenüber 4tPP (4tPP 5-8) männliche 
sekundäre Geschlechtsmerkmale auf, ist jedoch ein genetisches Weibchen. Da das 
histologische Geschlecht nicht bestimmt werden konnte, liegt die Vermutung nahe, 
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dass es sich hier entweder um eine falsche Zuordnung des phänotypischen 
Geschlechtsmerkmals handelt oder aber auch der im FFLC genannte Effekt des 
spontanen Geschlechtswechsels aufgetreten sein kann. 
 
Nach TR-Exposition traten vergleichbare Effekte auf. In neun Versuchstieren (546, 
587, 609, 611, 665, 674, 678, 698 und 701), die phänotypisch weibliche 
Geschlechtsmerkmale besitzen, zeigen sowohl funktionell als auch genetisch 
männliche Geschlechtsmerkmale auf. In diesen Fällen weisen die Ergebnisse darauf 
hin, dass es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um phänotypisch falsch zugeordnete 
Männchen handelt. 
 
In 13 Versuchstieren (393, 396, 423, 519, 542, 573, 666, 669, 706, 731, 771, 793 
und 815) lagen nach Exposition gegenüber TR phänotypisch männliche 
Geschlechtsmerkmale vor. Die genannten Tiere zeigen sowohl funktionell als auch 
genetisch weibliche Geschlechtsmerkmale auf. Eine mögliche Erklärung für diesen 
Befund kann evtl. eine Vermännlichung des sekundären Geschlechtsmerkmals sein. 
Wahrscheinlicher ist jedoch, dass es sich in diesem Fall, da kein endokriner Einfluss 
(z.B. TO-Gonadengewebe) vorhanden ist, auch um phänotypisch falsch zugeordnete 
Tiere handelt. Diese Beobachtung spricht erneut für eine 10 bis 20-tägige 
Verlängerung des FSDT´s. 
 
In den Medakas 620 (TR 15-18) und 729 (TR 25-28) wurden phänotypisch-männliche 
Geschlechtsmerkmale identifiziert. Das funktionelle Geschlecht konnte nicht 
untersucht werden, da keine Gonaden in den histologischen Schnitten vorlagen. 
Nach der Bestimmung des genetischen Geschlechts wurden bei beiden Tieren 
weibliche Geschlechtsmerkmale erkannt. Da keine histologischen Aussagen 
getroffen werden können, sich aber bei genetischen Weibchen phänotypisch 
männliche Geschlechtsmerkmale ausgebildet haben, kann hier ein endokriner Effekt 
der Vermännlichung stattgefunden haben. Es ist jedoch wahrscheinlicher, dass es 
sich hier entweder um eine falsche Zuordnung des phänotypischen 
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Geschlechtsmerkmals handeln oder aber auch der im FFLC genannte Effekt des 
spontanen Geschlechtswechsels aufgetreten sein kann. 
 
Auf Grund der Ergebnisse der genetischen Geschlechtsbestimmungen ergaben sich 
für den FSDT folgende in Abb. 3.31 dargestellten Geschlechterverhältnisse. Nach 
statistischer Analyse mittels Chi²-Vierfeldertest traten keine signifikanten Effekte auf. 
 
 
Abb. 3.31: Genetisches Geschlechterverhältnis [FSDT]. 
Für die Kontrolle (Contr.-1) und die Behandlungsgruppen (4tPP und TR - mit je drei 
unterschiedlichen Expositionszeiträumen) von männlichen und weiblichen Medakas des 
FSDT´s ist das mittlere genetische Geschlechterverhältnis von je 4 Replikaten dargestellt. 
Hierbei gibt der untere Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Männchen und der obere 
Balkenabschnitt den prozentualen Anteil an Weibchen wieder. Es wurde kein signifikanter 
Unterschied zu der Kontrolle nach Chi²-Vierfeldertest ermittelt. 
 
  
100 ng TR/L 400 µg 4tPP/L 
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3.4. Übersicht der Ergebnisse aus Fish-Full-Life-Cycle und Fish-
Sexual-Development-Test 
 
Betrachtet man die im FSDT nach kurzzeitiger Exposition gewonnenen Ergebnisse 
(s. Tab. 3.28) so wird deutlich, dass kein ausgewerteter Endpunkt einen signifikanten 
Effekt gegenüber der Kontrolle aufweist. Dies kann einerseits bedeuten, dass 
während der jeweils dreitägigen Expositionszeiträume kein sensitives Zeitfenster der 
larvalen Entwicklung des Medakas getroffen wurde. Auf der anderen Seite ist es aber 
auch möglich, dass die sensitiven Entwicklungsfenster getroffen wurden, aber eine 
dreitägige Expositionsdauer gegenüber den gewählten endokrin aktiven Substanzen 
generell nicht ausreichend ist, um einen nachteiligen Effekt in der Entwicklung des 
Medakas auszulösen. 
 
Tab. 3.28: Übersicht der Endpunkte des FSDT´s 
Endpunkt NOEC 4tPP [µg/L] NOEC TR [ng/L] 
Schlupferfolg ≥ 400* ≥ 100* 
Überlebensrate ≥ 400* ≥ 100* 
Gewicht ≥ 400* ≥ 100* 
Länge ≥ 400* ≥ 100* 
Phänotypisches Geschlechterverhältnis ≥ 400* ≥ 100* 
Vtg-Konzentration ≥ 400* ≥ 100* 
Histologisches Geschlechterverhältnis ≥ 400* ≥ 100* 
Genetisches Geschlechterverhältnis ≥ 400* ≥ 100* 
* Dies gilt für alle drei gewählten Expositionsfenster: 5-8 dph, 15-18 dph, 25-28 dph; Vtg: Vitellogenin 
 
Die Ergebnisse aus dem FFLC (s. Tab. 3.29) zeigen, dass die gewählten 
Konzentrationen der Testsubstanzen bei kontinuierlicher Dauerexposition zu 
signifikanten Effekten auf die Überlebensrate, das Reproduktionsverhalten, die Vtg-
Konzentrationen in Weibchen und Männchen und das phänotypische sowie 
histologische Geschlechterverhältnis in der F0-Generation geführt haben. Dies 
belegt, dass die im FSDT gewählten Testkonzentrationen (400 µg 4tPP/L und 100 ng 
TR/L) bei ausreichender Expositionsdauer zu Effekten führen. Es ist daher 
anzunehmen, dass bei längerer Exposition und unter Belastung der sensitiven 
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Zeitfenster während der larvalen Entwicklung des Medakas Effekte ausgelöst werden 
können. 
 
Tab. 3.29: Übersicht der Ergebnisse des FFLC´s 
Generation Endpunkt 
NOEC 4tPP 
[µg/L] 
NOEC TR 
[ng/L] 
F0 Schlupferfolg ≥ 400 ≥ 50 
F0 Überlebensrate 50 ≥ 50 
F0 Gewicht 
♀ 200 
♂ 100 
♀ 25 
♂ ≥ 50 
F0 Länge ≥ 400 
♀ 25 
♂ ≥ 50 
F0 Ei-Anzahl/Weibchen und Tag < 25 25 
F0 Befruchtungsrate 200 ≥ 50 
F0 Phänotypisches Geschlechterverhältnis 200 25 
F0 Vtg-Konzentration 
♀ ≥ 400 
♂ 100 
≥ 50 
F0 Histologisches Geschlechterverhältnis ≥ 400 25 
F0 Genetisches Geschlechterverhältnis ≥ 400 25 
F1 Schlupferfolg ≥ 100 ≥ 25 
F1 Überlebensrate ≥ 100 ≥ 25 
F1 Gewicht ≥ 100 ≥ 25 
F1 Länge ≥ 100 ≥ 25 
F1 Ei-Anzahl/Weibchen und Tag < 25 < 25 
F1 Befruchtungsrate ≥ 100 ≥ 25 
F1 Phänotypisches Geschlechterverhältnis ≥ 100 < 25 
F1 Vtg-Konzentration 50 ≥ 25 
F1 Histologisches Geschlechterverhältnis ≥ 100 < 25 
F1 Genetisches Geschlechterverhältnis ≥ 100 < 25 
F2 Schlupferfolg ≥ 100 ≥ 25 
F2 Überlebensrate ≥ 100 ≥ 25 
F2 Gewicht ≥ 100 ≥ 25 
F2 Länge ≥ 100 ≥ 25 
F0: F0-Generation; F1: F1-Generation; F2: F2-Generation; Vtg: Vitellogenin 
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4. Zusammenfassende Diskussion 
 
Der Inhalt dieses Kapitels soll die wesentlichen Ergebnisse der Arbeit wiedergeben 
und die sich daraus ergebenden Verbesserungsvorschläge für zukünftige FSDT- und 
FFLC-Studien herausstellen. 
 
4.1. Schlupf- und Überlebensrate 
 
Die statistische Analyse der Schlupfraten der drei Generationen des FFLC´s als auch 
der Schlupfrate des FSDT´s zeigt keinen Effekt auf. Im FSDT wurde diese 
Beobachtung erwartet, da die Exposition gegenüber 4tPP bzw. TR erst nach dem 
Schlupf gestartet wurde. Auf Grund der Ergebnisse beider Versuche erkennt man, 
dass die in der OECD-Richtlinie 234 vorgegebene Schlupfrate der Kontrollgruppen 
von > 80% eingehalten werden konnte. 
 
Innerhalb des FFLC´s wurde in der F0-Generation ein signifikanter Effekt in der 
Überlebensrate nach Exposition gegenüber 4tPP ermittelt. Die LOEC lag bei         
100 µg 4tPP/L. Die NOEC lag in diesem Fall bei 50 µg 4tPP/L. In der F1- und der F2-
Generation wurden keine erhöhten Mortalitätsraten festgestellt. Dies gilt auch für die 
Behandlungsgruppen des FSDT´s. Die Ergebnisse der Kontrollgruppen beider 
Versuche liegen über der in der OECD-Richtlinie 234 vorgegebenen geforderten 
Überlebensrate von ≥ 70%. 
 
Anhand der Ergebnisse ist abzuleiten, dass sowohl die Kontrolle des FSDT´s als 
auch die Kontrollen des FFLC´s innerhalb der drei Generationen die geforderten 
Validitätskriterien erfüllt haben. 
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4.2. Wachstumsparameter 
 
Die Wachstumsparameter Gewicht und Länge der Behandlungsgruppen des FSDT´s 
wiesen gegenüber der Kontrolle keine signifikanten Effekte auf. Jedoch liegt das 
mittlere Gewicht (107 mg) und die mittlere Länge (20 mm) der Kontrolltiere unterhalb 
der geforderten Validitätskriterien der OECD-Richtlinie 234 (Gewicht > 150 mg und 
Länge > 20 mm). Auf Grund dieser Erkenntnis sollte man bei zukünftigen FSDT-
Studien auf diese Wachstumsparameter achten, damit die aktuell vorgegeben 
Validitätskriterien eingehalten werden können. Ein Verbesserungsvorschlag ist in 
diesem Fall, die tägliche Nahrungsversorgung der Versuchstiere besser anzupassen. 
Es kann sich jedoch bei den Ergebnissen dieser Studie, die die aktuell vorgegebenen 
Validitätskriterien nicht eingehalten haben, um eine natürliche Variabilität in der 
Entwicklung der Versuchstiere handeln. Nicht auszuschließen ist auch, dass die 
Mindestanforderungen für diesen Wachstumsparameter gesenkt werden müssten. 
 
Im FFLC traten in der F0-Generation signifikante Effekte bzgl. der 
Wachstumsparameter nach Exposition gegenüber 4tPP und TR auf. Das 
durchschnittliche Gewicht von phänotypischen Weibchen wies eine NOEC von      
200 µg 4tPP/L und bei phänotypischen Männchen von 100 µg/L auf. Jedoch scheint 
es sich bei diesem beobachteten Effekt der Gewichtszunahme nicht um einen 
endokrinen Effekt zu handeln. Auf Grund der erhöhten Mortalitätsrate in diesen 
Behandlungsgruppen lag ein größeres Platz- und Nahrungsangebot für die 
überlebenden Fische vor. Dieser indirekte Effekt könnte ein Auslöser für die erkannte 
signifikante Gewichtszunahme nach Exposition gegenüber 4tPP sein. Eine 
signifikante Längenzunahme wurde in den 4tPP-Behandlungsgruppen gegenüber 
den Kontrollen nicht beobachtet. Nach Exposition gegenüber TR wiesen 
phänotypische Weibchen sowohl eine Gewichts- als auch Längenzunahme auf. Die 
NOEC lag bei 25 ng/L. Da in den TR-Behandlungsgruppen keine erhöhte Mortalität 
festgestellt wurde, kann es sich in diesem Fall um einen evtl. endokrinen Effekt auf 
das Wachstum der Versuchstiere durch das androgen-wirkende TR handeln. 
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4.3. Reproduktion 
 
Während des FSDT´s wurde die Reproduktion der Versuchstiere nicht untersucht, da 
der Versuch gemäß OECD-Richtlinie 234 keine Reproduktionsphase beinhaltet und 
die Medakas noch nicht reproduktionsaktiv sind. Die F2-Generation des FFLC´s 
beinhaltete ebenfalls keine Reproduktionsphase. Aus diesem Grund wird im 
Folgenden nur über die Ergebnisse der F0- und der F1-Generation des FFLC´s 
berichtet. 
 
In der F0-Generation konnte nach Exposition gegenüber 4tPP in zwei 
Behandlungsgruppen (25 und 50 µg 4tPP/L) eine Reproduktionsförderung und in 
zwei anderen Behandlungsgruppen (200 und 400 µg 4tPP/L) eine 
Reproduktionshemmung beobachtet werden. 
 
Bei 400 µg 4tPP/L lag keine erkennbare Reproduktion vor. Nach Exposition 
gegenüber 100 µg 4tPP/L war die Ei-Anzahl pro Weibchen und Tag mit den 
Kontrollwerten vergleichbar. Die Befruchtungsrate wies eine NOEC bei                  
200 µg 4tPP/L und eine LOEC bei 400 µg 4tPP/L auf. Auf Grund der beobachteten 
Effekte in den 4tPP-Behandlungsgruppen wurde in den beiden höchsten 
Konzentrationsstufen keine ausreichende Anzahl an fertilen Eiern produziert, um die 
F1-Generation starten zu können. 
 
Nach Exposition der F0-Generation gegenüber TR wurde eine NOEC für die 
Befruchtungsrate von ≥ 50 ng/L ermittelt. Die Ei-Anzahl pro Weibchen und Tag wies 
hingegen eine Reproduktionshemmung mit einer LOEC bei 50 ng TR/L auf. Die 
daraus resultierende NOEC lag bei 25 ng TR/L. Aus diesem Grund konnten in der 
höchsten TR-Konzentrationsstufe nicht genügend fertile Eier gewonnen werden, um 
die F1-Generation zu starten. 
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In den Behandlungsgruppen 400 µg 4tPP/L und 50 ng TR/L wurde deutlich, dass 
EDs durch die Beeinflussung des Geschlechterverhältnisses (beobachtete 
Verweiblichung bei 400 µg 4tPP/L bzw. Vermännlichung bei 50 ng TR/L) 
populationsrelevante Schädigungen auslösen können. In der Behandlungsgruppe 
200 µg 4tPP/L wurde keine ausreichende Reproduktion beobachtet. Dies lag jedoch 
nicht an einem signifikant verweiblichenden Effekt auf das phänotypische 
Geschlecht, sondern resultiert aus einer zu geringen Anzahl an fertilen Eiern. Auf 
Basis der Beobachtungen liegt die Vermutung nahe, dass endokrine Effekte bereits 
auf Ebene der Vtg-Produktion und/oder der Gonadenreifung vorlagen. Diese 
Hypothese muss jedoch durch die Untersuchungen der Vtg-Werte sowie der 
Gonaden bestätigt werden und wird in Kapitel 4.4 und Kapitel 4.5 weiterführend 
diskutiert. 
 
In der F1-Generation konnte nach Exposition gegenüber 4tPP eine 
Reproduktionshemmung bei 25 µg 4tPP/L beobachtet werden. Jedoch hatte diese 
Hemmung keinen Einfluss auf die Befruchtungsrate und den Start dieser 
Behandlungsgruppe in die F2-Generation. In der F1-Generation wurden nach 
Exposition gegenüber 4tPP keine Effekte in der Befruchtungsrate erkannt. Die NOEC 
für diesen Endpunkt lag bei ≥ 100 µg 4tPP/L. 
 
Nach Exposition gegenüber 25 ng TR/L wurde auffälliger Weise eine 
Reproduktionsförderung beobachtet. In dieser Behandlungsgruppe waren weniger 
Weibchen vorhanden. Trotzdem wurden mehr Eier pro Weibchen und Tag produziert 
als in den beiden Kontrollgruppen. Bei 25 ng TR/L ist zwar eine durch einen ED 
hervorgerufene Vermännlichung erkennbar, jedoch wurden genügend fertile Eier 
produziert, um die Folgegeneration starten zu können. Man erkennt, dass ein 
endokriner Effekt nicht zwingend negativ populationsrelevant sein muss. 
 
In den beiden Generationen des FFLC´s wurden nach Exposition gegenüber EDs 
unterschiedliche populationskritische Effekte beobachtet. Daher ist es für eine 
zukünftige Richtlinie wichtig, ein Kriterium für die notwendige Reproduktionsrate 
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einzuführen (Mindestanforderung), um eine Entscheidung treffen zu können, ob eine 
Behandlungsgruppe in der nächsten Generation weitergeführt werden soll oder nicht. 
In diesem Fall ist ein klarer Wert der Befruchtungsrate und/oder der Ei-Anzahl pro 
Weibchen und Tag empfehlenswert, da diese Parameter schnell und einfach zu 
kontrollieren sind. Des Weiteren wird empfohlen, dass die Versuchstiere der 
Replikate einer Behandlungsgruppe untereinander vermischt werden dürfen, um evtl. 
in allen Replikaten ein gleichbleibendes Brutpaarverhältnis gewährleisten zu können. 
Diese Entscheidung ist hilfreich, wenn z.B., wie in der F1-Generation nach Exposition 
gegenüber 25 ng TR/L beobachtet, in einem Replikat genügend Weibchen 
vorhanden sind (Replikat B), um daraus die fehlende Anzahl an Weibchen in den 
anderen Replikaten zu ergänzen. 
 
4.4. Vitellogeninbestimmung 
 
Die Bestimmung der Konzentration von Vtg in Fischen dient bei unphysiologisch 
erhöhten Messwerten dem Nachweis von östrogen- bzw. androgen-wirkenden EAS. 
Eine östrogen-wirkende EAS führt zu einer Erhöhung der Vtg-Konzentration in 
Versuchsfischen. Eine androgen-wirkende EAS führt hingegen zu einer niedrigeren 
Vtg-Konzentration im Testorganismus Fisch [Knörr S. 2001; Panter G.H. et al., 2010; 
Seki M. et al., 2004]. 
 
Während des FFLC´s mit dem Medaka reagierte dieser Biomarker nach Expositionen 
gegenüber 4tPP. Es wurden sowohl signifikante Erhöhungen der Vtg-
Konzentrationen in weiblichen als auch in männlichen Fischen beobachtet. In der F0-
Generation wurde für phänotypische Männchen eine LOEC bei 200 µg 4tPP/L 
ermittelt. Die NOEC lag für Männchen bei 100 µg 4tPP/L. Die erhöhte Vtg-Produktion 
der Männchen nach Exposition gegenüber 200 µg 4tPP/L kann eine mögliche 
Ursache für die in Kapitel 4.3 angesprochene geringere Reproduktionsleistung dieser 
Behandlungsgruppe in der F0-Generation sein. 
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In der F1-Generation wurde sowohl für phänotypische Männchen als auch für 
phänotypische Weibchen eine LOEC von 100 µg 4tPP/L sowie eine NOEC von       
50 µg 4tPP/L ermittelt. 
 
Nach Exposition gegenüber TR wurde keine signifikante Erniedrigung der Vtg-
Konzentration in phänotypischen Weibchen ermittelt. Jedoch ist eine Tendenz in der 
Abnahme der Vtg-Konzentration bei 50 ng TR/L erkennbar. Hier wird die statistische 
Bestimmung des Effektes der niedrigeren Vtg-Konzentration wahrscheinlich durch 
die hohe Varianz der Kontrollen überdeckt. 
 
Die ermittelten Vtg-Konzentrationen zeigen eine sehr hohe Varianz. Um Effekte 
ermitteln zu können, ist es wünschenswert diese Varianz zu senken. Hierfür käme 
ein geschlechts- bzw. substanzspezifischer Ansatz in Frage. Unbelastete männliche 
Medakas besitzen im Vergleich zu weiblichen Medakas eine sehr niedrige Vtg-
Konzentration, die meist unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Daher eignen sich 
Männchen sehr gut zum Nachweis von östrogen-wirkenden EAS, da diese die Vtg-
Konzentration über rezeptorvermittelte Reaktionen ansteigen lassen. In Männchen 
kann man aus diesem Grund sehr gut einen Anstieg der Vtg-Konzentration 
erkennen. In weiblichen Medakas kann man einfacher androgen-wirkende EAS 
erkennen. In diesem Fall würde die androgen-wirkende EAS den natürlich höheren 
Vtg-Konzentrationswert in Weibchen senken. Eine Senkung des Vtg-Wertes in 
Männchen ist durch einen ELISA-Test nicht ausreichend erkennbar. 
Zusammenfassend sollte man daher überlegen, ob bei einer östrogen-wirkenden 
potentiellen EAS mehr männliche Versuchsfische der Behandlungsgruppe untersucht 
werden sollten. Hingegen sollten bei einer androgen-wirkenden EAS mehr weibliche 
Fische untersucht werden. Hierdurch könnte durch eine höhere Probenanzahl von 
weiblichen Vtg-Proben evtl. auch die beschriebenen hohen Varianzen minimiert 
werden. 
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4.5. Geschlechtsbestimmungsmethoden 
 
Im FSDT wurden nach Exposition gegenüber 4tPP oder TR keine signifikanten 
verweiblichenden bzw. vermännlichenden Effekte auf das Geschlechterverhältnis 
erkannt. Dies gilt für die Betrachtung des phänotypischen, histologischen und 
genetischen Geschlechts der Versuchstiere. Diese Befunde belegen, dass eine 
dreitägige Peak-Exposition bei gewählten Testkonzentrationen nicht ausreichend 
war, um populationsrelevante Effekte hervorzurufen. 
 
Im FFLC wurden nach Exposition gegenüber 4tPP oder TR signifikante 
verweiblichende bzw. vermännlichende Effekte mit Hilfe des Endpunktes 
Geschlechterverhältnis erkannt. In der F0-Generation lag die LOEC einer 
signifikanten phänotypischen Verweiblichung bei 400 µg 4tPP/L. Die daraus 
resultierende NOEC lag bei 200 µg 4tPP/L. 
 
Nach Exposition gegenüber 200 µg 4tPP/L wurde kein verweiblichender Effekt des 
Geschlechterverhältnisses auf Ebene der Gonaden entdeckt. Die NOEC lag in 
diesem Endpunkt bei ≥ 400 µg 4tPP/L. Aus diesem Grund liefert dieses Ergebnis 
keinen weiteren Hinweis auf eine mögliche Ursache für die beobachtete niedrige 
Reproduktionsleistung dieser Behandlungsgruppe in der F0-Generation (s. Kapitel 
4.3). 
 
Eine signifikante phänotypische Vermännlichung wurde in der F0-Generation mit 
einer LOEC von 50 ng TR/L erkannt. Die NOEC lag bei 25 ng TR/L. Innerhalb der F0-
Generation wurde für das histologische und das genetische Geschlechterverhältnis 
eine LOEC für einen vermännlichenden Effekt von 50 ng TR/L und eine NOEC von 
25 ng TR/L ermittelt. 
 
In der F1-Generation wurde für das phänotypische, histologische und genetische 
Geschlechterverhältnis ein signifikant vermännlichender Effekt mit einer LOEC von 
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25 ng TR/L beobachtet. Die daraus resultierende NOEC lag bei < 25 ng TR/L. Auf 
Grund des geringen prozentualen Unterschieds zwischen dem Anteil an Männchen 
in der F0- und in der F1-Generation nach Exposition gegenüber 25 ng TR/L sollte 
man in diesem Fall nicht von einem transgenerationalen Effekt der Vermännlichung 
in der F1-Generation ausgehen. 
 
Ein signifikanter Effekt bzgl. der Verweiblichung nach Exposition gegenüber 4tPP 
wurde in der F1-Generation nicht beobachtet. 
 
Während der Bearbeitung der Ergebnisse der drei Geschlechts-
bestimmungsmethoden fiel auf, dass die Betrachtung der phänotypischen 
Geschlechtsmerkmale nach 64-tägiger Versuchsdauer (Tage nach Schlupf) des 
FSDT´s häufig abweichend von dem funktionellen und dem genetischen Geschlecht 
ist. In 27,5% aller untersuchten Versuchstiere der Kontrolle wurde eine Abweichung 
des phänotypischen gegenüber dem funktionellen Geschlecht erkannt. Diese 
Beobachtung lag nach Expositionsende in den Kontrollgruppen der F0-Generation bei 
2,5% und der F1-Generation bei 1,25%. Zusätzlich konnte acht Versuchstieren im 
FSDT kein phänotypisches Geschlecht zugeordnet werden, da dies nicht stark genug 
ausgeprägt war. Diese Zahlen belegen, dass die phänotypische 
Geschlechtsbestimmung bei 64 d alten Medakas mit stärkeren Unsicherheiten 
verbunden zu sein scheint als bei älteren Medakas. Daher ist eine Verlängerung des 
FSDT´s um 10-20 Tage zu empfehlen. Nach 80 dph werden in einem FFLC die Tiere 
für die Reproduktionsphase ausgesucht. In diesem Alter ist das phänotypische 
Geschlechtsmerkmal bereits sehr gut ausgeprägt. Zusätzlich sind die Tiere in diesem 
Alter zumeist reproduktionsaktiv. 
 
Bei der Begutachtung der histologischen Schnittpräparate des FSDT´s wurde in 
insgesamt 18 Versuchstieren kein auswertbares Gonadenmaterial gefunden. Dies 
entspricht einem Anteil von 6% aller Proben, die histologisch untersucht wurden. 
Dieser Anteil von nicht verwertbaren Schnittpräparaten fiel im FFLC rund dreimal 
niedriger aus. Als Ursache hierfür kommt die unterschiedliche Körpergröße der 
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Versuchstiere in Betracht. Anscheinend werden in den wesentlich kleineren Fischen 
des FSDT´s schneller Gonaden unbeabsichtigt entfernt oder aus der typischen 
Position für Schnittpräparate verschoben. Auch hier kann eine Verlängerung des 
FSDT´s um 10-20 Tage hilfreich sein. 
 
Auf Basis der Ergebnisse der genetischen Geschlechtsbestimmung konnten bereits 
kleine Veränderungen im histologischen und im phänotypischen Geschlecht sicherer 
bewertet werden. Dies erlaubt eine viel präzisere Beschreibung von endokrinen 
Effekten. Daher ist die Bestimmung des genetischen Geschlechts eine sehr gute 
Methode zur Erkennung von individuenspezifischen endokrin hervorgerufenen 
Geschlechtsveränderungen. Durch die Bestimmung des genetischen Geschlechts 
kann jedes Tier zu seiner eigenen Kontrolle herangezogen werden und man ist in der 
Auswertung nicht mehr von hypothetischen Gruppenverhältnissen in den Kontrollen 
und Testkonzentrationen einer Studie abhängig. Dies kann zu einer Verminderung 
der Anzahl an benötigten Versuchstieren in chronischen Fischstudien führen. 
 
Das Phänomen des spontanen Geschlechtswechsels wurde nur durch Betrachtung 
aller drei verwendeten Methoden zur Geschlechterbestimmung deutlich. Die 
beobachtete spontane substanzunabhängige Geschlechtsumwandlung des Medakas 
muss bei der Bewertung von Studien und daraus anschließenden Risikobewertung 
berücksichtigt werden. 
 
Durch die Betrachtung aller drei Methoden zur Geschlechtsbestimmung fiel auf, dass 
der beginnende Effekt einer Vermännlichung bzw. Verweiblichung sowohl auf Ebene 
der Gonadenentwicklung (TO-Bildung bzw. Intersex-Stadium) als auch auf Ebene der 
phänotypischen Geschlechtsausprägung stattfinden kann. Hieraus ergibt sich für 
zukünftige chronische Fischstudien die Fragestellung: Auf welcher Ebene setzt ein 
vermännlichender bzw. verweiblichender Effekt ein? 
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4.6. Ergebnisse der Arbeit 
 
Die beiden chronischen Fischstudien zeigen, dass der Medaka sensitiv auf östrogen- 
und androgen-wirkende Substanzen reagiert. Innerhalb des FFLC´s wurden Effekte 
von EDs in Bezug auf den Biomarker Vtg-Konzentration sowie Effekte auf 
populationsrelevante Endpunkte wie die Reproduktion erkannt. Vergleichbare 
Beobachtungen wurden sowohl für den Zebrabärbling als auch für die Dickkopfelritze 
von Seki M. (2006), Panter G.H. (2006, 2010) und im Rahmen eines OECD-
Ringversuches (2011 a, b) beschrieben. 
 
Im Rahmen des FSDT´s traten nach gewählter dreitätiger Peak-Exposition keine 
signifikanten Effekte bzgl. aller untersuchten Parametern auf. Dies lässt die 
Vermutung zu, dass evtl. eine längere Exposition nötig ist, um signifikante Effekte 
durch EAS hervorzurufen. Andererseits könnte durch die kurzzeitige Exposition auch 
das sensitive Zeitfenster der larvalen Entwicklung nicht erfasst worden sein. 
 
Unter Berücksichtigung der Ergebnisse beider Studien eignet sich der Medaka als 
Testorganismus zur Identifizierung und Charakterisierung von EAS in chronischen 
Fischstudien. 
 
Die Validitätskriterien der Schlupf- und Überlebensrate der Kontrollgruppen wurden 
nach OECD-Richtlinie 234 sowohl im FSDT als auch in den drei Generationen des 
FFLC´s erfüllt. Diese beiden Parameter scheinen geeignete Kriterien für derartige 
chronische Fischstudien zu sein. 
 
Die Validitätskriterien für die Wachstumsparameter konnten im FSDT in der Kontrolle 
für 64 d alte Medakas nicht erfüllt werden. Das Körpergewicht und die Körperlänge 
der Medakas waren zu gering. Daher sollte in späteren FSDT´s besonders auf diese 
Kriterien geachtet werden. Ob eine bessere Nahrungsversorgung zur Einhaltung der 
Validitätskriterien führt oder ob es sich in diesem Fall um eine biologische Variabilität 
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des Wachstums innerhalb der Kontrolle gehandelt hat, steht zur Diskussion. Auf 
Basis weiterer Versuche sollte zukünftig überprüft werden, ob die Validitätskriterien 
für den Medaka angepasst werden müssen. 
 
Während der Reproduktionsphase der F0- und der F1-Generation des FFLC´s 
wurden signifikant hemmende und fördernde Effekte je nach Exposition gegenüber 
4tPP oder TR nachgewiesen. Zusätzlich konnte beobachtet werden, dass eine 
geringere Anzahl an Weibchen nach Exposition gegenüber 25 ng TR/L in der F1-
Generation, dennoch genügend fertile Eier produzieren konnten, um die 
Folgegeneration zu starten. Generell ist es sehr sinnvoll, Kriterien für die 
Reproduktionsphase in chronischen Fischstudien einzuführen. Wenn dies geschieht 
sollte ein klarer Wert für die Befruchtungsrate (≥ 80%) und/oder die Ei-Anzahl pro 
Weibchen und Tag (≥ 3 Eier/Weibchen + Tag) in den Kontrollen herangezogen 
werden, da diese Parameter schnell und einfach zu kontrollieren sind. Des Weiteren 
sollte es erlaubt sein, die Versuchstiere der Replikate einer Behandlungsgruppe 
untereinander zu vermischen, um gegebenenfalls in allen Replikaten ein 
gleichbleibendes Brutpaarverhältnis zu gewährleisten. 
 
Bei der Betrachtung des Biomarkers „Vtg-Konzentration“ fiel die teilweise sehr hohe 
Varianz von Messwerten im Falle von phänotypischen Weibchen der Kontrollen des 
FSDT´s und innerhalb der zwei untersuchten Generationen des FFLC´s auf. Ein 
Optimierungsvorschlag für diesen Endpunkt wäre, dass die Vtg-Konzentration in 
weiteren Studien geschlechts- bzw. substanzspezifischer eingesetzt werden sollte, 
um die hohen Varianzen zu minimieren (s. Kapitel 4.4). 
 
Die drei angewendeten Methoden zur Geschlechtsbestimmung zeigten, dass 
endokrine Veränderungen sowohl zuerst auf Ebene der Gonadenentwicklung als 
auch auf Ebene der Ausbildung des phänotypischen Geschlechtsmerkmals 
(Afterflossenform) einsetzen können. Ein Vorteil der genetischen 
Geschlechtsbestimmung in Kombination mit der Betrachtung des phänotypischen 
und funktionellen Geschlechts ist, dass durch die Kenntnis des genetischen 
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Geschlechts, jedes Tier als seine eigene Kontrolle angesehen werden kann. Dadurch 
ist der Nachweis von Effekten auf die Geschlechtsentwicklung empfindlicher und 
weniger fehleranfällig als bei hypothesenbezogenen Auswertungen. Dies kann zur 
Einsparung von Versuchstieren in chronischen Fischstudien führen. 
 
Im FSDT fiel auf, dass die Ergebnisse der phänotypischen Geschlechtsbestimmung 
sehr stark vom funktionellen und genetischen Geschlecht abweichen. Des Weiteren 
konnte man beobachten, dass im FSDT die histologische Untersuchung der 
Gonaden teilweise auf Grund fehlenden Gonadengewebes nicht durchführbar war. In 
beiden Fällen scheint der Entwicklungsstand des Medakas nach 64 dph eine 
entscheidende Rolle zu spielen. Bei 64 dph alten Medakas sind die Ausprägung des 
sekundären Geschlechtsmerkmals und die Größe der Gonaden nicht ausreichend. 
Daher ist eine Verlängerung der Testdauer des FSDT´s von 10-20 Tagen zu 
empfehlen. 
 
Im FFLC wurden populationsrelevante Effekte in der F0-Generation beobachtet. Die 
Reproduktion war in drei von sieben Behandlungsgruppen so stark negativ 
beeinflusst, dass in diesen Behandlungsgruppen keine Folgegenerationen gestartet 
werden konnten. In den verbleibenden Behandlungsgruppen wurde in den 
Folgegenerationen kein derartiger Effekt beobachtet. 
 
Es ist daher zu überlegen, ob die beobachteten Effekte den Aufwand von 
Multigenerations-Studien rechtfertigen. Wenn Effekte hauptsächlich in der ersten 
Generation beobachtet wurden, scheint eine kürzere Expositionszeit für die 
Beurteilung von EAS ausreichend zu sein. Daher sollten weitere Testdesigns bzw. 
Kombinationen von bestehenden OECD-Richtlinien auf ihre Aussagefähigkeit 
überprüft werden (Vorschlag s. Kapitel 4.7). 
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4.7. Aussicht 
 
Betrachtet man die Ergebnisse des FFLC´s, so stellt sich die Frage ob zukünftige 
chronische Fischstudien zur Identifizierung und Charakterisierung von EAS zeit- und 
kosteneffizienter sein könnten, wenn Multigenerationstests in folgenden Zeitabläufen 
untersucht werden. Durch Start der Exposition gegenüber potentiellen EAS nach 
OECD-Richtlinie 229 (FSTRA) wird das Reproduktionsverhalten bereits adulter 
Fische ohne und unter Exposition untersucht. Im Anschluss an den FSTRA sollte die 
F1-Generation in voller Entwicklungslänge incl. Reproduktionsphase untersucht 
werden. Optional kann man nun noch eine F2-Generation mit einer Expositionsdauer 
von 28 dph anschließen. Durch diese Vorgehensweise kann man einen Zeitraum von 
60 d einsparen. 
 
Ein ähnlicher Entwurf (FSTRA in F0-Generation und 90tägiger Exposition der F1-
Generation) wurde bereits von Panter G.H im Jahre 2010 mit der Dickkopfelritze 
getestet und führte zu ähnlichen Ergebnissen wie ein zwei Generationen FFLC mit 
dem Medaka, welcher von Seki M. im Jahre 2003 publiziert wurde. Der Vorschlag zu 
einer verkürzten Testdauer basiert auf dem Hintergrund, dass in den 
Folgegenerationen, des durchgeführten FFLC´s, keine populationsrelevanten Effekte 
mehr beobachtet wurden. 
 
Der FSDT führte nach kurzzeitiger Exposition gegenüber zwei bekannten EDs zu 
keinerlei Effekten. Weitere FSDT´s mit anderen und längeren Expositionszeitfenstern 
können dazu dienen, das sensitive Zeitfenster der larvalen Entwicklung des Medakas 
zu bestimmen. Derartige Studien könnten aber auch zeigen, dass eine längere 
Exposition gegenüber EAS notwendig ist, um negative Effekte hervorzurufen. 
Untersuchungen nach kurzzeitiger Exposition würden dabei helfen, realitätsnähere 
Expositionsszenarien von unterschiedlichen Zeitlängen und/oder Zeitabständen in 
Laborversuchen zu simulieren. Man könnte somit Freilandanwendungen von PSM 
realistisch im Labor nachstellen. Die Versuche können klären, ob die vermuteten 
Effekte durch EAS nach kurzzeitiger Exposition wirklich zu erwarten sind. 
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Anhang 153 
6. Anhang 
6.1. Nominale und gemessene 4tPP- und TR-Konzentrationen des FFLC´s 
Generation Tag Repl. 
Contr.-1 
[µg/L] 
Nominalkonzentration 4tPP [µg a.s./L] 
Contr.-2 
[ng/L] 
Nominalkonzentration TR [ng a.s./L] 
25 50 100 200 400 25 50 
Gemessene 4tPP-Konzentration 
[µg a.s./L] 
Gemessene TR-Konzentration 
[ng a.s./L] 
F0 
0 A < 6,25 8,43 54,1 88,1 210 442 < 12,5 13,0 40,1 
7 B < 6,25 12,2 47,5 82,8 199 348 < 12,5 11,5 49,0 
14 C < 6,25 26,5 43,1 97,4 209 345 < 12,5 20,2 41,9 
21 D < 6,25 24,4 40,4 101 211 337 < 12,5 17,3 34,5 
29 A < 6,25 24,3 41,3 103 212 357 < 12,5 23,8 31,6 
35 B < 6,25 18,1 40,1 101 219 362 < 12,5 20,3 51,8 
42 C < 6,25 25,1 43,1 100 226 343 < 12,5 18,1 34,9 
49 D < 6,25 26,0 40,1 90,5 212 351 < 12,5 15,9 38,0 
56 A < 6,25 25,0 40,5 86,3 229 347 < 12,5 14,0 25,4 
63 B < 6,25 19,1 38,3 85,4 194 367 < 12,5 20,0 25,2 
70 C < 6,25 21,6 41,9 87,8 187 355 < 12,5 16,9 44,1 
77 D < 6,25 21,4 43,0 85,8 195 348 < 12,5 14,1 41,6 
84 A < 6,25 19,2 41,8 76,4 181 333 < 12,5 14,9 32,3 
91 B < 6,25 21,2 42,3 83,6 200 348 < 12,5 14,3 35,3 
98 C < 6,25 18,0 38,8 79,2 202 331 < 12,5 12,8 26,7 
105 B < 6,25 27,2 48,6 90,1 236 375 < 12,5 5,95 15,7 
112 C < 6,25 26,4 50,5 89,0 201 405 < 12,5 10,1 25,6 
119 D < 6,25 22,4 47,7 72,1 185 347 < 12,5 7,68 22,4 
F1 
126 Neustart der F1-Generation 
133 A < 6,25 21,6 44,1 86,0 - - < 12,5 9,63 - 
140 B < 6,25 21,0 45,5 85,1 - - < 12,5 13,4 - 
147 C < 6,25 23,8 48,1 78,6 - - < 12,5 10,7 - 
154 D < 6,25 23,2 44,3 80,8 - - < 12,5 9,96 - 
161 A < 6,25 18,3 41,0 71,1 - - < 12,5 8,37 - 
168 B < 6,25 19,9 43,8 80,7 - - < 12,5 7,66 - 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; F0: F0-Generation; F1: F1-Generation; -: keine Angabe  
Anhang 154 
Tab. 6.1. Nominale und gemessene 4tPP- und TR-Konzentrationen des FFLC´s (Fortsetzung) 
Generation Tag Repl. 
Contr.-1 
[µg/L] 
Nominalkonzentration 4tPP [µg a.s./L] 
Contr.-2 
[ng/L] 
Nominalkonzentration TR [ng a.s./L] 
25 50 100 200 400 25 50 
Gemessene 4tPP-Konzentration 
[µg a.s./L] 
Gemessene TR-Konzentration 
[ng a.s./L] 
F1 
175 C < 6,25 23,1 42,8 83,1 - - < 12,5 7,33 - 
182 D < 6,25 22,2 39,4 75,8 - - < 12,5 10,2 - 
190 A < 6,25 18,0 36,6 72,4 - - < 12,5 9,16 - 
196 B < 6,25 16,0 36,7 74,7 - - < 12,5 10,1 - 
203 C < 6,25 17,7 35,1 72,1 - - < 12,5 7,01 - 
210 D < 6,25 18,6 36,5 64,3 - - < 12,5 18,1 - 
217 A < 6,25 18,7 29,8 56,1 - - < 12,5 15,6 - 
224 B < 6,25 17,7 36,0 70,0 - - < 12,5 1,26 - 
231 A < 6,25 26,7 61,8 98,6 - - < 12,5 25,4 - 
238 B < 6,25 25,2 50,1 101 - - < 12,5 21,3 - 
245 C < 6,25 26,0 50,3 98,1 - - < 12,5 23,7 - 
252 D < 6,25 25,6 36,5 75,1 - - < 12,5 19,9 - 
259 C < 6,25 21,4 32,1 70,3 - - < 12,5 18,8 - 
266 D < 6,25 19,5 34,4 90,0 - - < 12,5 13,4 - 
274 A < 6,25 21,9 41,8 96,9 - - < 12,5 20,7 - 
280 B < 6,25 18,1 48,2 92,9 - - < 12,5 19,3 - 
287 C < 6,25 21,4 47,6 93,7 - - < 12,5 26,4 - 
294 D < 6,25 21,3 44,3 93,8 - - < 12,5 24,9 - 
301 A < 6,25 20,4 47,1 93,8 - - < 12,5 19,2 - 
F2 
253 A < 6,25 23,8 44,2 86,2 - - < 12,5 17,6 - 
259 B < 6,25 23,5 43,0 87,9 - - < 12,5 18,2 - 
266 C < 6,25 22,6 43,2 86,1 - - < 12,5 12,6 - 
274 D < 6,25 30,1 42,7 89,5 - - < 12,5 23,6 - 
280 A < 6,25 22,1 39,9 81,9 - - < 12,5 27,0 - 
287 B < 6,25 22,2 40,1 81,6 - - < 12,5 18,8 - 
294 C < 6,25 19,6 41,0 87,0 - - < 12,5 19,6 - 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; F1: F1-Generation; F2: F2-Generation; -: keine Angabe 
 
Anhang 155 
6.2. Nominale und gemessene 4tPP-Konzentrationen der 
Stammlösungsproben des FFLC´s 
Generation Tag 
Nominalkonzentration 4tPP [mg a.s./L] 
6,25 12,5 25 50 100 
Gemessene 4tPP-Konzentration [mg a.s./L] 
F0 
-3 6,55 13,0 25,8 50,6 103 
4 6,50 13,0 25,8 51,7 101 
11 6,53 13,2 26,4 51,7 104 
18 6,67 13,1 26,3 50,8 101 
25 6,70 13,0 26,4 51,6 104 
32 6,64 13,2 26,3 51,7 103 
39 6,62 13,2 26,6 51,7 102 
46 6,76 13,3 26,8 51,0 102 
53 6,68 13,2 26,4 51,3 101 
60 6,65 13,3 26,5 52,7 105 
67 6,60 13,2 26,2 52,0 101 
74 6,67 13,2 26,5 51,7 102 
81 6,54 13,3 25,6 52,1 103 
88 6,56 13,3 26,3 51,4 100 
95 6,58 13,3 26,4 51,5 103 
102 7,03 13,8 28,6 53,9 107 
109 7,01 13,7 20,5 55,5 77,2 
116 6,90 13,5 17,6 53,7 108 
F1 
123 Neustart der F1-Generation 
130 6,83 13,0 28,5 - - 
137 6,54 13,9 27,0 - - 
144 7,03 13,5 27,4 - - 
151 6,50 13,1 19,3 - - 
158 5,73 13,1 25,2 - - 
165 6,94 14,2 27,2 - - 
172 6,79 13,6 27,2 - - 
186 6,66 13,3 26,2 - - 
193 6,20 13,2 26,8 - - 
200 6,57 12,8 26,4 - - 
207 6,47 12,7 25,9 - - 
214 7,01 13,3 26,4 - - 
221 6,66 13,0 26,7 - - 
228 6,67 16,3 26,3 - - 
235 6,69 13,2 25,9 - - 
242 6,54 13,1 25,9 - - 
249 6,73 13,4 26,4 - - 
256 6,67 13,1 26,1 - - 
263 6,76 13,0 26,6 - - 
270 6,86 13,1 26,7 - - 
277 6,77 13,5 26,2 - - 
284 6,68 13,2 26,5 - - 
291 6,70 13,2 26,8 - - 
298 6,70 13,5 26,7 - - 
Repl.: Replikat; a.s.: aktive Substanz; F0: F0-Generation; F1: F1-Generation; -: keine Angabe  
Anhang 156 
Tab. 6.2. Nominale und gemessene 4tPP -Konzentrationen der 
Stammlösungsproben des FFLC´s (Fortsetzung) 
Generation Tag 
Nominalkonzentration 4tPP [mg a.s./L] 
6,25 12,5 25 50 100 
Gemessene 4tPP-Konzentration [mg a.s./L] 
F2 
256 6,53 13,5 25,8 - - 
263 6,63 12,9 26,0 - - 
270 8,43 13,4 26,3 - - 
277 6,64 13,1 26,1 - - 
284 6,62 13,0 25,8 - - 
291 6,59 13,1 26,1 - - 
Repl.: Replikat; a.s.: aktive Substanz; F2: F2-Generation; -: keine Angabe 
  
Anhang 157 
6.3. Nominale und gemessene TR-Konzentrationen der 
Stammlösungsproben des FFLC´s 
Generation Tag 
Nominalkonzentration TR [µg a.s./L] 
25 50 
Gemessene TR-Konzentration [µg a.s./L] 
F0 
-3 26,8 46,1 
8 20,8 42,2 
18 17,7 34,2 
29 23,1 45,7 
39 19,2 38,8 
50 14,8 29,5 
60 23,8 46,4 
71 23,5 48,2 
81 19,8 39,8 
92 16,4 33,2 
95 17,8 31,5 
102 26,2 59,2 
106 25,8 54,5 
113 21,5 45,3 
116 20,6 40,7 
F1 
123 Neustart der F1-Generation 
127 17,0 - 
134 29,8 - 
137 50,4 - 
144 23,8 - 
148 23,4 - 
155 20,6 - 
158 18,0 - 
165 16,8 - 
169 27,5 - 
176 24,0 - 
186 20,9 - 
197 18,1 - 
207 26,3 - 
217 26,9 - 
228 26,5 - 
239 26,0 - 
249 23,3 - 
260 20,4 - 
270 27,5 - 
281 27,2 - 
291 26,6 - 
302 25,7 - 
F2 
260 20,6 - 
270 27,4 - 
281 26,9 - 
291 27,4 - 
Repl.: Replikat; a.s.: aktive Substanz; F0: F0-Generation; F1: F1-Generation; F2: F2-Generation; -: keine 
Angabe 
 
Anhang 158 
6.4. Verlauf pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration im FFLC [F0-Generation/4tPP] 
Tag Repl. 
Contr.-1 25 µg 4tPP a.s./L 50 µg 4tPP a.s./L 100 µg 4tPP a.s./L 200 µg 4tPP a.s./L 400 µg 4tPP a.s./L 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
0 A 7,1 24,9 107 7,2 25,0 103 7,2 25,1 103 7,3 25,2 103 7,3 25,2 102 7,3 25,2 103 
7 B 7,5 25,0 104 7,5 25,2 103 7,5 25,2 104 7,5 25,2 103 7,5 25,0 102 7,5 25,1 102 
14 C 7,3 25,2 104 7,4 25,3 102 7,4 25,3 103 7,4 25,4 104 7,4 25,5 104 7,4 25,5 104 
21 D 7,3 25,3 104 7,3 25,4 103 7,3 25,4 103 7,3 25,4 104 7,3 25,5 104 7,3 25,4 104 
29 A 7,2 25,5 104 7,2 25,7 103 7,2 25,7 103 7,2 25,7 103 7,3 25,7 103 7,2 25,8 103 
35 B 7,4 25,5 103 7,4 25,6 102 7,4 25,7 102 7,4 25,6 102 7,3 25,6 101 7,4 25,7 102 
42 C 7,3 25,7 102 7,2 25,7 101 7,2 25,7 100 7,2 25,7 101 7,3 25,7 101 7,3 25,8 102 
49 D 7,3 25,4 105 7,3 25,7 104 7,3 25,6 104 7,3 25,6 104 7,3 25,7 105 7,3 25,7 105 
56 A 7,1 25,6 105 7,1 25,7 102 7,1 25,7 102 7,1 25,8 102 7,2 25,8 102 7,2 25,8 103 
63 B 7,3 25,2 101 7,3 25,5 100 7,3 25,5 101 7,3 25,5 100 7,3 25,5 101 7,3 25,5 100 
70 C 7,1 25,7 101 7,1 26,1 99 7,1 26,0 99 7,1 26,1 100 7,1 26,2 100 7,1 26,2 101 
77 D 7,0 25,6 99 7,1 25,9 99 7,1 26,0 98 7,0 26,0 98 7,1 26,1 100 7,0 26,1 99 
84 A 7,0 25,3 98 7,1 26,0 95 7,1 25,9 98 7,2 26,0 99 7,2 25,9 98 7,2 26,0 69 
91 B 7,0 25,7 100 7,0 25,9 99 7,1 25,9 99 7,1 25,9 98 7,1 26,0 99 7,1 26,0 68 
98 A 7,0 25,5 103 7,1 25,7 106 7,1 26,0 104 7,0 25,7 106 7,2 25,7 104 7,1 25,7 105 
105 B 7,0 26,0 101 7,1 26,2 101 7,0 26,3 100 7,1 26,2 101 7,1 26,2 101 7,1 26,1 98 
112 C 7,0 26,0 101 7,1 26,2 103 7,1 26,2 102 7,1 26,3 103 7,1 26,0 98 7,0 26,0 98 
119 D 7,2 25,9 102 7,2 26,2 103 7,3 26,3 102 7,3 26,2 101 7,2 26,1 98 7,2 26,1 98 
126 C 6,9 25,9 97 7,2 26,0 96 7,3 25,9 98 7,3 25,8 97 7,3 25,7 97 7,3 25,6 97 
133 D 7,3 26,1 93 7,2 26,0 97 7,3 26,4 95 7,3 26,5 96 7,3 26,2 96 7,3 26,2 96 
140 A 6,9 26,2 97 7,0 26,3 97 7,0 26,3 95 7,0 26,4 95 7,0 26,4 95 7,1 26,4 98 
147 B 6,9 26,0 97 7,1 26,5 97 7,0 26,5 96 7,0 26,5 96 7,0 26,5 98 7,0 26,4 96 
154 C 6,9 26,0 93 6,9 26,2 94 6,9 26,2 95 6,9 26,4 94 7,0 26,0 96 7,0 26,1 96 
161 D 6,9 25,9 93 6,9 26,3 96 7,0 26,3 93 6,9 26,2 93 7,0 25,7 95 7,0 26,2 95 
168 A 6,8 25,7 94 6,9 25,7 92 6,9 26,4 92 6,9 26,4 93 6,9 26,2 94 6,9 26,3 97 
175 B 6,8 25,6 93 6,8 26,0 93 6,8 26,1 90 6,8 26,0 91 6,7 26,2 91 6,9 26,1 94 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration 
 
Anhang 159 
6.5. Verlauf pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration im FFLC [F1- und F2-Generation/4tPP] 
Generation Tag Repl. 
Contr.-1 25 µg 4tPP a.s./L 50 µg 4tPP a.s./L 100 µg 4tPP a.s./L 
pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] 
F1 
133 A 7,5 24,9 107 7,7 26,5 105 7,7 26,3 105 7,8 26,3 105 
140 B 7,0 25,0 104 7,3 26,1 106 7,3 26,2 105 7,3 26,2 105 
147 C 7,1 25,2 104 7,4 26,6 106 7,4 26,7 106 7,4 26,8 106 
154 D 7,0 25,3 104 7,3 26,6 104 7,3 26,6 105 7,3 26,6 105 
161 A 7,1 25,5 104 7,2 26,0 104 7,3 26,2 104 7,3 26,4 104 
168 B 7,0 25,5 103 7,2 26,2 104 7,2 26,3 103 7,2 26,3 103 
175 C 6,9 25,7 102 7,0 26,6 101 7,0 26,6 101 7,0 26,7 101 
182 D 7,0 25,4 105 7,0 26,3 99 7,0 26,3 99 7,0 26,4 99 
190 A 6,8 25,6 105 7,0 26,1 95 7,0 26,1 95 7,0 25,8 95 
196 B 6,7 25,2 101 6,8 25,4 90 6,8 25,5 91 6,9 25,4 91 
203 C 7,0 25,7 101 6,9 25,2 93 6,9 25,2 92 6,9 25,4 92 
210 D 7,1 25,6 99 6,8 26,1 81 6,8 26,1 82 6,8 26,1 82 
217 A 6,7 25,3 98 6,7 25,8 88 6,7 26,0 87 6,7 26,1 85 
224 B 6,7 25,7 100 6,6 25,9 75 6,6 26,0 79 6,7 25,9 78 
231 A 7,2 25,5 103 7,2 25,3 104 7,3 25,3 104 7,3 25,5 105 
238 B 7,1 26,0 101 7,1 25,4 101 7,1 25,3 99 7,1 25,3 100 
245 C 7,0 26,0 101 7,1 25,4 100 7,1 25,2 99 7,1 25,5 101 
252 D 7,1 25,9 102 7,2 25,3 101 7,2 25,0 98 7,2 25,1 100 
259 C 6,9 25,9 97 6,9 25,3 95 6,9 25,0 94 6,9 25,5 95 
266 D 7,0 26,1 93 6,9 25,3 96 6,9 25,1 92 7,0 25,2 95 
274 A 6,8 26,2 97 6,9 25,4 91 6,9 25,4 91 6,9 25,5 92 
280 B 6,9 26,0 97 7,0 25,2 95 7,0 25,2 92 7,0 25,5 91 
287 C 6,9 26,0 93 6,9 24,8 93 6,9 24,6 93 6,8 25,0 93 
294 D 6,9 25,9 93 6,9 25,2 94 6,9 24,8 92 6,9 25,0 93 
301 A 6,9 25,7 94 6,9 24,4 93 7,0 24,4 93 7,0 24,7 94 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration; F1: F1-Generation 
  
Anhang 160 
Tab. 6.5. Verlauf pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration im FFLC [F1- und F2-Generation/4tPP] (Fortsetzung) 
Generation Tag Repl. 
Contr.-1 25 µg 4tPP a.s./L 50 µg 4tPP a.s./L 100 µg 4tPP a.s./L 
pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] 
F2 
254 A 7,1 25,1 107 7,2 25,5 105 7,3 25,5 105 7,3 25,5 105 
259 B 7,3 25,4 103 7,3 25,7 104 7,3 25,7 104 7,3 25,7 103 
266 C 7,2 25,4 107 7,2 25,7 105 7,2 25,8 105 7,3 25,9 105 
274 D 7,1 25,2 105 7,2 25,9 103 7,3 25,9 104 7,2 25,9 104 
280 A 7,2 25,3 107 7,3 25,6 104 7,3 25,6 104 7,3 25,7 104 
287 B 7,1 24,8 107 7,3 25,1 104 7,3 25,1 105 7,2 25,1 105 
294 C 7,1 25,2 103 7,2 25,5 103 7,2 25,5 103 7,2 25,5 103 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration; F2: F2-Generation 
 
Anhang 161 
6.6. Verlauf pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration im FFLC [TR] 
Generation Tag Repl. 
Contr.-2 25 ng TR a.s./L 50 ng TR a.s./L 
pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] 
F0 
0 A 7,1 24,9 104 7,2 25,0 103 7,3 25,1 103 
7 B 7,4 24,8 108 7,3 24,6 102 7,4 25,0 103 
14 C 7,4 25,0 101 7,2 25,4 104 7,3 25,5 106 
21 D 7,3 25,2 102 7,2 25,3 104 7,2 25,4 105 
29 A 7,2 25,3 102 7,2 25,5 103 7,2 25,6 103 
35 B 7,4 25,5 101 7,2 25,6 103 7,3 25,7 102 
42 C 7,2 25,4 100 7,1 25,5 102 7,2 27,7 103 
49 D 7,1 25,1 104 7,3 25,6 103 7,3 27,7 105 
56 A 7,1 25,5 104 7,2 25,8 101 7,1 25,8 101 
63 B 7,3 25,5 102 7,3 25,5 100 7,3 25,6 99 
70 C 7,0 25,7 101 7,1 26,1 99 7,1 26,4 101 
77 D 7,0 25,4 97 7,0 25,9 95 7,0 26,1 97 
84 A 7,0 25,2 99 7,0 26,1 95 7,1 26,2 95 
91 B 6,8 25,6 99 7,0 25,8 98 7,1 26,1 96 
98 A 7,1 25,4 110 6,9 25,9 105 7,1 25,5 104 
105 B 7,0 26,0 106 7,0 26,0 104 7,1 26,0 100 
112 C 7,0 26,0 105 7,0 26,1 103 7,0 25,9 100 
119 D 7,2 26,0 103 7,2 26,0 103 7,2 26,1 100 
126 C 7,3 25,6 93 7,2 26,0 96 7,3 25,5 96 
133 D 7,2 25,7 88 7,3 26,4 96 7,3 26,2 95 
140 A 7,1 26,3 102 7,1 26,3 97 7,1 26,3 95 
147 B 7,1 26,6 103 6,9 26,4 94 7,0 26,3 95 
154 C 6,9 26,2 93 7,1 26,3 96 7,0 26,0 94 
161 D 6,9 25,8 92 7,0 26,2 95 7,0 26,2 94 
168 A 6,9 26,0 100 6,7 26,2 92 6,9 26,2 92 
175 B 6,8 25,8 97 6,7 26,0 89 6,7 26,1 90 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration; F0: F0-Generation   
Anhang 162 
Tab. 6.6. Verlauf pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration im FFLC [TR] (Fortsetzung) 
Generation Tag Repl. 
Contr.-2 25 ng TR a.s./L 50 ng TR a.s./L 
pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] 
F1 
133 A 7,7 26,4 107 7,5 26,3 105 - - - 
140 B 7,2 25,9 106 7,1 26,2 105 - - - 
147 C 7,2 26,2 107 7,2 26,8 107 - - - 
154 D 7,2 26,5 105 7,0 26,6 106 - - - 
161 A 7,3 26,1 105 7,2 26,3 105 - - - 
168 B 7,1 26,1 104 7,1 26,2 103 - - - 
175 C 7,0 26,4 102 7,0 26,6 102 - - - 
182 D 7,0 26,0 100 6,9 26,3 100 - - - 
190 A 6,9 25,9 95 6,9 26,2 96 - - - 
196 B 6,8 25,1 92 6,9 25,2 92 - - - 
203 C 7,0 25,0 94 6,9 25,2 92 - - - 
210 D 7,0 25,9 83 6,9 26,0 76 - - - 
217 A 6,7 25,7 83 6,7 25,9 84 - - - 
224 B 6,7 25,5 78 6,6 26,0 76 - - - 
231 A 7,2 25,1 105 7,3 25,3 104 - - - 
238 B 7,1 25,4 100 7,2 25,5 100 - - - 
245 C 7,0 25,2 99 7,0 25,3 103 - - - 
252 D 7,2 24,8 100 7,1 25,2 102 - - - 
259 C 6,9 25,0 93 6,9 25,2 96 - - - 
266 D 7,0 25,1 96 7,0 25,4 96 - - - 
274 A 6,9 25,3 90 6,8 25,2 91 - - - 
280 B 7,0 25,1 94 7,1 25,3 91 - - - 
287 C 6,9 24,7 92 7,1 24,8 96 - - - 
294 D 6,9 24,8 94 7,0 25,2 94 - - - 
301 A 6,9 24,2 93 6,9 24,4 95 - - - 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration; F1: F1-Generation; -: keine Angabe  
Anhang 163 
Tab. 6.6. Verlauf pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration im FFLC [TR] (Fortsetzung) 
Generation Tag Repl. 
Contr.-2 25 ng TR a.s./L 50 ng TR a.s./L 
pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] pH Temp. [°C] O2 [%] 
F2 
254 A 7,2 25,4 106 7,3 25,6 105 - - - 
259 B 7,3 25,4 104 7,3 25,6 103 - - - 
266 C 7,3 25,7 107 7,3 25,9 106 - - - 
274 D 7,2 25,7 104 7,2 25,8 106 - - - 
280 A 7,3 25,5 104 7,3 25,6 105 - - - 
287 B 7,2 25,0 105 7,2 25,1 104 - - - 
294 C 7,2 25,3 103 7,1 25,5 103 - - - 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration; F2: F2-Generation; -: keine Angabe 
 
Anhang 164 
6.7. Verlauf pH-Wert, Temperatur und Sauerstoffkonzentration im FSDT [4tPP & TR] 
Tag Repl. 
Contr. 
4tPP 5-8 
(400 µg a.s./L) 
4tPP 15-18 
(400 µg a.s./L) 
4tPP 25-28 
(400 µg a.s./L) 
TR 5-8 
(100 ng a.s./L) 
TR 15-18 
(100 ng a.s./L) 
TR 25-28 
(100 ng a.s./L) 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
pH 
Temp. 
[°C] 
O2 
[%] 
0 A 7,1 24,7 104 7,2 25,1 103 7,3 25,5 107 7,3 25,4 103 7,4 25,0 102 7,4 25,4 105 7,4 25,1 102 
7 B 7,4 25,2 105 7,4 24,9 101 7,4 25,3 105 7,3 24,6 105 7,4 25,0 102 7,4 25,3 104 7,4 24,8 101 
14 C 7,2 24,8 106 7,4 25,2 102 7,3 25,5 106 7,4 25,5 104 7,4 25,2 102 7,3 25,1 105 7,4 25,1 101 
21 D 7,3 25,4 106 7,3 25,1 102 7,2 25,6 106 7,2 25,4 107 7,3 25,1 103 7,3 25,6 108 7,3 25,3 102 
29 A 7,1 25,4 104 7,2 25,3 103 7,1 25,6 106 7,0 25,1 105 7,2 25,0 101 7,1 25,5 105 7,2 25,3 102 
35 B 7,3 25,2 105 7,3 25,3 101 7,3 25,6 103 7,3 25,5 102 7,3 25,2 101 7,3 25,6 102 7,6 25,3 101 
42 C 7,1 25,1 102 7,2 25,4 101 7,2 25,8 102 7,2 25,3 102 7,2 25,5 100 7,2 25,6 101 7,2 25,5 101 
49 D 7,2 25,6 107 7,3 25,4 105 7,3 25,5 105 7,3 25,6 106 7,2 25,5 104 7,2 25,7 107 7,3 25,6 104 
56 A 7,1 25,4 107 7,1 25,8 105 7,1 25,9 105 7,1 25,8 103 7,1 25,6 103 7,1 25,8 103 7,2 25,7 102 
63 B 7,2 25,2 103 7,2 25,4 100 7,2 25,7 100 7,2 25,9 102 7,2 25,4 101 7,2 25,8 100 7,3 25,7 100 
70 C 6,9 25,5 101 7,1 25,6 100 7,1 25,9 101 7,1 26,0 102 7,0 25,7 100 7,1 26,0 102 7,1 25,9 98 
77 D 7,0 25,5 102 7,0 25,4 98 7,0 25,8 97 7,1 25,9 100 7,0 25,4 99 7,0 25,9 101 7,1 25,7 98 
Repl.: Replikat; Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; Temp.: Temperatur; O2: Sauerstoffkonzentration; 5-8, 15-18 und 25-28: Expositionszeitraum in Tagen 
nach Schlupf 
Anhang 165 
6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im 
FFLC 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0-Contr.-1 
1 m m m 0,15 
2 m m m 0,15 
9 m m m 0,15 
11 m m m 0,15 
12 m f f 30,97 
13 m - - 0,15 
16 f f f 36,00 
19 f f f 21,76 
21 f f f 14,66 
22 f f f 269,13 
23 f f f 31,77 
24 f - - 48,06 
34 m m (testis-ova) m 0,15 
36 m m m 0,15 
39 m m m 0,15 
40 m m m 0,15 
42 m m m 0,31 
44 f f f 18,06 
45 f f f 4,77 
47 m - - 5,61 
48 f f f 17,18 
50 f f f 37,94 
54 f f f 5,92 
55 f - - 29,55 
61 m m m 0,15 
62 m m m 0,15 
63 m m m 0,15 
65 m m m 0,15 
67 m m m 0,15 
70 m - - 0,15 
80 f f f 0,87 
81 f f f 49,08 
82 f f f 0,51 
83 f f f 8,28 
84 f f f 7,01 
85 f - - 44,99 
91 m m m 0,15 
92 m m m 0,15 
93 m m m 0,15 
95 m f f 4,33 
96 m m (testis/ova) m 0,41 
101 m - - 0,15 
103 f f f 20,07 
104 f f f 27,85 
106 f f f 9,84 
107 f f f 16,51 
111 f f f 134,71 
112 f - - 40,42 
F0-Contr.-2 
721 m m m 0,15 
722 m m m 0,15 
725 m m m 0,15 
726 m m m 0,15 
727 m m m 0,18 
F0: F0-Generation; Contr.: Kontrolle; Vtg: Vitellogenin; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund  
Anhang 166 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0-Contr.-2 
733 f f f 1296,37 
734 f f f 142,27 
736 f f f 280,03 
738 m - - 0,15 
740 f f f 1863,08 
742 f f f 142,51 
744 f - - 1110,39 
752 m m m 0,15 
753 m m m 0,15 
755 m m m 0,15 
756 m m m 0,15 
760 m m m 0,15 
761 f f f 75,00 
762 m - - 6,61 
763 f Gonade fehlt f 0,15 
764 f f f 170,59 
767 f f f 223,26 
769 f f f 109,02 
772 f - - 215,32 
782 m m m 0,15 
783 m m m 0,15 
784 m m m 0,15 
785 m m m 0,15 
786 m m m 0,15 
788 m - - 2,57 
797 f f f 46,57 
799 f Gonade fehlt f 0,35 
801 f f f 366,36 
802 f f f 158,10 
803 f f f 101,65 
805 f - - 133,69 
811 m m (testis/ova) m 0,15 
812 m m m 0,15 
814 m m m 0,42 
817 m m m 0,15 
819 m m m 0,77 
820 m - - 0,32 
823 f Gonade fehlt f 0,15 
825 f f f 39,52 
828 f f f 73,21 
831 f f f 73,58 
834 f f f 68,93 
835 f - - 33,93 
F0 
25 µg 4tPP 
a.s./L 
121 m m m 0,15 
122 m m m 0,15 
125 m m m 0,15 
126 m m m 0,15 
127 m m m 0,15 
131 m - - 0,15 
134 f f f 83,44 
135 f f f 81,10 
137 f f f 15,82 
F0: F0-Generation; Contr.: Kontrolle; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: 
Weibchen; -: kein Befund  
Anhang 167 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0 
25 µg 4tPP 
a.s./L 
138 f f f 47,86 
139 f f f 26,50 
141 f - - 32,34 
151 m m m 0,15 
153 m m m 0,15 
154 m m m 0,70 
155 m m m 1,05 
157 m m m 1,63 
158 m - - 0,28 
159 f f m 104,14 
161 f f f 135,90 
163 f f f 195,27 
164 f f f 100,80 
169 f f f 55,32 
170 f - - 144,70 
181 m m m 0,15 
182 m m m 0,27 
183 m m m 0,15 
186 m m m 0,15 
187 m m m 0,27 
190 m - - 0,15 
193 f f f 267,44 
195 f f f 40,61 
196 f f f 58,48 
199 f f f 36,20 
203 f f f 2,76 
204 f - - 125,22 
213 m m m 0,15 
217 m m m 0,15 
218 m m m 0,15 
220 m m m 3,21 
221 m m m 4,24 
222 m - - 0,15 
225 f f f 67,58 
226 f f f 1921,44 
227 f f f 106,53 
228 f f f 142,39 
230 f f f 64,46 
232 f - - 96,00 
F0 
50 µg 4tPP 
a.s./L 
241 m m m 0,73 
242 m m m 8,45 
243 m m (testis/ova) m 1,30 
244 m m (testis/ova) m 0,82 
246 m m m 7,58 
247 m - - 7,03 
248 f f f 228,65 
249 f f f 96,86 
250 f f f 325,15 
254 f f f 235,84 
257 f f f 308,74 
F0: F0-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein 
Befund  
Anhang 168 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0 
50 µg 4tPP 
a.s./L 
259 f - - 14,20 
271 m m m 2,66 
272 m m m 48,03 
273 m m m 2,20 
274 m m m 5,31 
275 f f f 190,30 
276 m m (testis/ova) m 5,47 
277 m - - 18,49 
278 f f f 55,10 
281 f f f 12,71 
285 f f f 164,63 
286 f f f 65,82 
288 f - - 133,76 
301 m m m 38,75 
302 m m m 19,75 
303 m m m 23,14 
304 m m m 13,80 
306 m m m 23,35 
309 m - - 0,15 
310 f f f 109,60 
312 f f f 136,12 
316 f f f 271,99 
317 f f f 57,76 
320 f f f 27,46 
321 f - - 96,12 
331 m m m 3,98 
332 m m m 2,00 
334 m m m 2,98 
336 m m m 4,25 
337 m m m 4,00 
340 m - - 2,98 
348 f f f 32,99 
351 f f f 80,34 
352 f f f 35,24 
353 f f f 5,05 
354 f f f 58,71 
355 f - - 46,47 
F0 
100 µg 4tPP 
a.s./L 
362 m m m 29,27 
363 m m (testis/ova) m 28,66 
364 m m m 9,26 
365 m m m 28,02 
367 m m m 71,66 
370 m - - 115,79 
372 f f f 67,43 
373 f f f 158,93 
374 f f f 93,10 
375 f f f 68,26 
376 f f f 35,12 
377 f - - 51,21 
392 m m m 157,92 
F0: F0-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund  
Anhang 169 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0 
100 µg 4tPP 
a.s./L 
393 m m m 10,72 
395 m m (testis/ova) m 2,64 
396 m m (testis/ova) m 104,25 
397 m m (testis/ova) m 10,46 
399 f Gonade fehlt f 1112,09 
401 m - - 42,84 
402 f f f 265,95 
405 f f f 120,63 
406 f f f 27,61 
407 f f f 47,00 
408 f - - 168,64 
423 m m m 36,42 
424 m m m 56,27 
426 m m m 40,78 
427 m m m 55,77 
428 m m m 10,99 
430 m - - 15,54 
433 f f f 193,07 
434 f f f 177,44 
435 f f f 111,09 
437 f f f 86,69 
438 f f f 146,48 
442 f - - 175,59 
451 m m m 1,17 
453 m m m 149,12 
455 m m m 5,69 
456 m m (testis/ova) m 34,59 
459 m m (testis/ova) m 72,21 
463 m - - 107,56 
464 f m m 1,92 
465 f f f 232,93 
466 f f f 89,59 
467 f f f 10,11 
469 f f f 75,18 
470 f - - 709,16 
F0 
200 µg 4tPP 
a.s./L 
481 m m m 85,83 
483 m m (testis/ova) m 36,67 
485 f m (testis/ova) m 87,81 
486 m m (testis/ova) m 82,49 
487 m m m 266,13 
489 m m m 275,46 
490 m - - 141,96 
492 f f f 354,65 
494 f f f 145,33 
496 f f f 247,76 
497 f f f 148,43 
501 f - - 76,13 
512 m m m 406,01 
514 m m m 211,59 
516 m m m 45,81 
518 m m m 242,51 
F0: F0-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund  
Anhang 170 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0 
200 µg 4tPP 
a.s./L 
524 m m m 113,75 
525 m - - 2,30 
526 f m (testis/ova) m 61,21 
528 f f f 311,04 
529 f f f 655,82 
530 f f f 184,29 
533 f m m 48,06 
535 f - - 270,82 
541 m m (testis/ova) m 231,19 
543 m m m 243,65 
544 m m m 133,97 
547 m m (testis/ova) m 125,83 
549 f f f 309,46 
551 m m (testis/ova) m 275,61 
552 f f f 110,07 
553 f f m 33,47 
556 m - - 239,34 
557 f f f 131,66 
561 f f f 306,01 
562 f - - 321,26 
571 m m m 216,19 
574 m m (testis/ova) m 161,51 
575 f f f 139,19 
576 m m m 189,69 
577 m m m 248,40 
579 m m m 160,12 
582 m - - 293,04 
583 f Intersex f 167,89 
586 f f f 316,87 
590 f f f 182,05 
591 f f f 106,45 
592 f - - 463,04 
F0 
400 µg 4tPP 
a.s./L 
601 m Intersex m 372,12 
602 f f f 113,74 
603 f m m 153,52 
604 f m m 374,43 
605 f m (testis/ova) m 307,72 
606 m m (testis/ova) m 468,60 
607 f f f 512,99 
610 f f f 961,76 
611 f f f 213,78 
612 f f f 209,70 
614 f - - 428,46 
619 f - - 154,24 
631 m m (testis/ova) m 442,35 
633 m m (testis/ova) m 85,46 
634 f f f 164,83 
635 m Gonade fehlt m 251,05 
636 f m (testis/ova) m 111,43 
637 f f f 458,57 
638 f Intersex f 325,22 
639 f f f 191,21 
F0: F0-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund  
Anhang 171 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0 
400 µg 4tPP 
a.s./L 
640 f f f 286,79 
641 f f f 158,95 
642 f - - 300,85 
643 f - - 329,19 
661 m m (testis/ova) m 217,54 
662 m m (testis/ova) m 460,00 
663 m m (testis/ova) m 229,63 
664 m m (testis/ova) m 140,95 
665 f m (testis/ova) m 250,88 
666 f f f 108,04 
667 f m (testis/ova) m 185,63 
668 f f f 420,92 
669 f f f 225,55 
672 f f m 276,94 
673 f - - 71,88 
675 f - - 602,10 
691 f m (testis/ova) m 29,13 
692 f Gonade fehlt m 257,10 
693 m m m 461,77 
694 m m (testis/ova) m 333,69 
695 m m (testis/ova) m 78,18 
696 m m (testis/ova) m 176,51 
697 f m m 323,23 
698 f m (testis/ova) m 625,10 
699 f f f 355,22 
700 m m m 91,96 
701 f - - 258,95 
702 f - - 96,84 
F0 
25 ng TR 
a.s./L 
841 m m m 0,15 
842 m m m 0,15 
845 m m m 0,16 
850 m Gonade fehlt m 0,77 
852 m m m 1,68 
853 f f f 377,15 
855 m - - 0,15 
858 f f f 232,75 
859 f f f 345,49 
863 f f f 520,01 
864 f f f 691,40 
865 f - - 268,04 
871 m m m 0,15 
874 m m (testis/ova) m 0,15 
875 m m m 0,15 
880 m m m 0,15 
881 m m m 0,15 
882 m - - 0,15 
884 f f f 133,29 
885 f f f 82,27 
886 f f f 162,25 
887 f f f 1356,77 
888 f f f 163,15 
889 f - - 242,39 
901 m m (testis/ova) m 0,15 
F0: F0-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund  
Anhang 172 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0 
25 ng TR 
a.s./L 
903 m m m 0,15 
904 m m m 0,15 
905 m m m 0,15 
909 m m m 0,15 
912 m - - 0,15 
917 f f f 143,79 
918 f f f 90,79 
919 f f f 147,72 
920 f f f 108,27 
921 f f f 117,73 
925 f - - 305,25 
931 m m m 0,22 
933 m m m 0,15 
935 m m m 0,16 
937 m m m 0,15 
938 m m m 0,16 
939 m - - 0,23 
943 f f f 152,23 
947 f f f 53,94 
948 f f f 98,49 
951 f f f 55,12 
952 f f f 120,73 
953 f - - 60,68 
F0 
50 ng TR 
a.s./L 
964 m m m 0,15 
965 m m m 0,23 
967 m m m 0,23 
968 m m m 0,15 
970 m m f 0,33 
972 m m m 0,49 
973 m m m 0,15 
974 m m m 4,47 
976 m m m 0,42 
979 m - - 0,15 
980 m - - 3,41 
983 f f f 40,07 
992 m m m 0,15 
995 m m f 0,15 
996 m m f 0,15 
997 m m m 0,15 
998 m m m 0,15 
999 m m m 0,15 
1000 m m m 0,15 
1005 m m f 0,15 
1006 m - - 0,15 
1011 m - - 0,15 
1012 f f f 30,26 
1013 f f f 11,42 
1022 m m f 0,15 
1023 f f f 21,33 
1024 m m m 1,67 
1028 m m m 0,15 
1029 m Gonade fehlt m 0,15 
1030 m m m 0,28 
F0: F0-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund   
Anhang 173 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F0 
50 ng TR 
a.s./L 
1036 m m m 0,15 
1039 m m m 0,15 
1040 m - - 0,15 
1041 m - - 0,15 
1043 f f f 28,69 
1046 f f f 88,15 
1052 m m f 0,15 
1053 m m m 0,15 
1054 m m m 0,33 
1055 m m m 0,15 
1058 f m m 44,25 
1060 m m m 0,15 
1061 m - - 7,45 
1063 f f f 23,76 
1065 f f f 115,26 
1066 m - - 2,89 
1067 f f f 37,22 
1068 f f f 18,74 
F1-Contr.-1 
1082 m m m 0,50 
1083 m m m 0,50 
1084 m m m 0,50 
1085 m m m 0,50 
1087 m - - 0,64 
1088 m m m 0,50 
1090 m - - 0,50 
1092 f f f 93,66 
1093 f f f 40,06 
1094 f f f 91,68 
1095 f f f 7,48 
1096 f f f 12,67 
1111 m m m 0,50 
1112 m m m 0,50 
1114 m m m 0,50 
1115 m m m 0,50 
1119 m m m 0,50 
1121 m - - 0,50 
1122 f f f 17,92 
1125 f f f 0,56 
1126 f f f 7,58 
1127 f f f 274,89 
1128 f f f 7,55 
1129 f - - 17,87 
1142 m m m 0,50 
1143 m m (testis/ova) m 0,50 
1144 m m m 0,50 
1146 m m m 0,50 
1147 m m m 0,50 
1149 m - - 0,59 
1150 f f f 236,62 
1154 f f f 78,95 
1157 f f f 129,81 
1160 f f f 182,57 
F1: F1-Generation; Contr.: Kontrolle; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: 
Weibchen; -: kein Befund   
Anhang 174 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F1-Contr.-1 
1162 f f f 94,50 
1165 f -   282,83 
1171 f f f 70,72 
1173 m m (testis/ova) m 0,50 
1174 m m (testis/ova) m 0,50 
1177 m m m 0,50 
1180 m m m 0,50 
1182 m m (testis/ova) m 0,50 
1183 m - - 0,50 
1184 f f f 285,12 
1186 f f f 260,20 
1190 f f f 437,16 
1191 f f f 103,17 
1194 f - - 576,42 
F1-Contr.-2 
1802 m m (testis/ova) m 0,50 
1803 m m m 0,50 
1806 f f f 99,85 
1807 m m m 1,33 
1808 m m m 1,04 
1809 f f f 98,56 
1810 f f f 141,54 
1811 f f f 42,01 
1812 m f f 49,88 
1813 m - - 0,50 
1817 f f f 24,54 
1818 f - - 926,58 
1831 m m m 0,50 
1836 m m m 0,50 
1837 m m m 0,50 
1839 m m m 0,50 
1841 m m m 3,82 
1842 m - - 0,50 
1845 f f f 14,07 
1846 f f f 185,07 
1847 f f f 100,89 
1848 f f f 203,51 
1850 f f f 223,59 
1851 f - - 157,61 
1861 m m m 0,50 
1862 m m m 0,50 
1865 m m m 0,50 
1868 m m m 0,50 
1869 m m m 0,50 
1873 m - - 1,03 
1878 f f f 215,77 
1879 f f f 296,01 
1880 f f f 189,43 
1882 f f f 98,50 
1883 f f f 331,79 
1885 f - - 213,46 
1891 m m m 0,50 
1893 m m m 0,50 
F1: F1-Generation; Contr.: Kontrolle; Vtg: Vitellogenin; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund   
Anhang 175 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F1-Contr.-2 
1894 m m m 0,50 
1896 f f f 10,71 
1897 m m m 0,50 
1898 m m m 0,63 
1899 m - - 0,50 
1900 f f f 13,17 
1901 f f f 84,83 
1902 f f f 113,29 
1903 f f f 306,21 
1906 f - - 121,76 
F1 
25 µg 4tPP 
a.s./L 
1201 m m m 0,50 
1206 m m m 0,50 
1208 m m m 0,50 
1209 m m m 1,04 
1210 m m m 1,25 
1211 m - - 0,51 
1215 f f f 25,11 
1217 f f f 97,20 
1218 f f f 84,56 
1219 f f f 19,39 
1222 f f f 37,07 
1225 f - - 80,23 
1232 m m m 0,50 
1234 m m m 0,50 
1235 m m m 0,50 
1236 m m m 0,50 
1239 m m m 0,50 
1240 m - - 0,50 
1249 f f f 7,14 
1250 f f f 67,00 
1251 f f f 106,98 
1252 f f f 116,83 
1253 f f f 206,72 
1254 f - - 14,03 
1263 m m m 0,50 
1265 m m m 0,50 
1266 m m (testis/ova) m 1,92 
1269 f f f 110,58 
1270 m m m 4,25 
1271 m m m 5,95 
1272 m - - 1,68 
1273 f f f 87,76 
1274 f f f 221,81 
1279 f f f 114,76 
1281 f f f 112,63 
1285 f - - 306,31 
1294 m Gonade fehlt m 0,50 
1295 m m (testis/ova) m 0,50 
1297 m Gonade fehlt m 0,50 
1298 m Gonade fehlt m 1,39 
F1: F1-Generation; Contr.: Kontrolle; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: 
Weibchen; -: kein Befund   
Anhang 176 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F1 
25 µg 4tPP 
a.s./L 
1299 m m m 0,50 
1300 m - - 0,50 
1304 f f f 246,65 
1306 f f f 243,69 
1309 f f f 122,33 
1310 f f f 255,29 
1311 f f f 464,49 
1312 f - - 153,04 
F1 
50 µg 4tPP 
a.s./L 
1321 f f f 149,96 
1323 m m m 31,22 
1326 m m (testis/ova) m 3,29 
1328 m m m 0,63 
1332 m m m 1,69 
1333 m f f 224,39 
1335 f f f 124,95 
1338 f f f 161,40 
1340 m - - 6,34 
1341 f f f 130,60 
1342 f f f 241,54 
1343 f - - 265,46 
1351 m m m 0,50 
1352 m Gonade fehlt m 0,50 
1353 m m m 0,59 
1354 m m m 0,50 
1355 m m m 0,84 
1356 f f f 687,88 
1357 f f f 319,89 
1359 f f f 45,07 
1360 f f f 262,06 
1361 m - - 194,68 
1363 f f f 309,63 
1365 f - - 232,39 
1381 m m (testis/ova) m 0,50 
1383 m m m 7,04 
1386 m m m 0,50 
1387 m m m 0,81 
1390 m m m 3,62 
1392 m - - 86,92 
1393 f f f 419,20 
1394 f f f 153,01 
1396 f f f 211,83 
1397 f f f 486,42 
1400 f f f 208,12 
1401 f - - 235,11 
1411 m m m 0,50 
1416 m m m 2,37 
1419 m m m 0,50 
1420 f f f 88,33 
1421 m f f 669,69 
1422 m m m 5,03 
1423 m - - 555,80 
1424 f f f 284,04 
F1: F1-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund   
Anhang 177 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F1 
50 µg 4tPP 
a.s./L 
1427 f f f 478,50 
1428 f m m 81,77 
1430 f f f 185,76 
1433 f - - 49,53 
F1 
100 µg 4tPP 
a.s./L 
1441 m m m 57,08 
1443 f f f 417,75 
1444 m m m 125,36 
1446 m f f 167,19 
1447 m m m 88,05 
1451 m m m 2,88 
1453 m - - 332,22 
1457 f f f 128,59 
1459 f f f 642,03 
1460 f f f 55,42 
1461 f f f 249,40 
1462 f - - 474,12 
1471 m m m 4,25 
1472 m m m 20,75 
1475 m m m 0,50 
1476 m m (testis/ova) m 47,85 
1477 m m m 3,81 
1478 m - - 8,61 
1479 f f f 66,62 
1480 f f f 101,78 
1481 f f f 12,48 
1482 f f f 97,56 
1483 f f f 56,45 
1487 f - - 90,69 
1502 m m (testis/ova) m 10,03 
1503 m m m 0,89 
1505 m f f 313,60 
1506 m m m 9,66 
1510 m m (testis/ova) m 4,48 
1511 m - - 50,28 
1512 m - - 16,57 
1518 f f f 244,53 
1519 f f f 230,89 
1520 f f f 237,83 
1521 f f f 451,25 
1522 f f f 627,55 
1531 f f f 83,46 
1532 m f f 238,41 
1533 m m m 136,18 
1534 m m m 98,18 
1535 m m m 35,66 
1537 m f f 76,62 
1539 f f f 285,60 
1541 f f f 632,46 
1544 f f f 442,81 
1546 f f f 95,48 
1547 f - - 161,17 
1548 f - - 318,47 
F1: F1-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund   
Anhang 178 
Tab. 6.8. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FFLC 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
F1 
25 ng TR 
a.s./L 
1921 m m m 0,50 
1922 m m m 0,50 
1924 m m m 0,50 
1926 m m m 0,50 
1928 m m m 0,50 
1930 m - - 59,42 
1931 m - - 0,50 
1932 f f f 1,34 
1933 f f f 102,33 
1934 f f f 280,88 
1935 f f f 169,49 
1936 f f f 555,91 
1953 m m m 0,50 
1954 m m m 0,50 
1955 m m m 0,50 
1956 m f f 0,50 
1957 f f f 6,63 
1958 m m m 0,50 
1962 f f f 125,82 
1964 f f f 58,59 
1965 f f f 25,68 
1966 m - - 12,19 
1971 f f f 48,86 
1975 f - - 39,13 
1981 m m m 0,50 
1983 m m m 0,50 
1984 m m m 1,48 
1987 f f f 86,74 
1989 m m m 2,58 
1993 m m m 0,50 
1994 m - - 0,50 
1996 f f f 5,19 
1997 f f f 143,21 
1998 f f f 122,76 
2000 f f f 176,35 
2001 f - - 129,93 
2011 m m m 0,50 
2012 m m m 0,72 
2013 m m m 0,55 
2015 m m m 2,98 
2016 m m m 0,85 
2017 m m m 0,76 
2019 m m m 0,50 
2020 m m m 0,64 
2021 m m m 0,50 
2022 m - - 0,50 
2024 m - - 0,50 
2025 f f f 92,64 
F1: F1-Generation; Vtg: Vitellogenin; a.s.: aktive Substanz; m: Männchen; f: Weibchen; -: kein Befund  
  
Anhang 179 
6.9. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im 
FSDT 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
Contr. 
2 m m m 0,15 
3 m m m 0,15 
4 m Gonade fehlt m 0,15 
6 m m m 0,15 
8 m m m 0,15 
9 m - - 0,15 
15 f f f 0,15 
16 f m m 0,15 
17 f Gonade fehlt f 0,15 
20 f m m 0,25 
21 f f f 26,83 
22 f - - 5,48 
31 f f f 159,70 
32 m m m 0,15 
34 f f f 4,34 
35 m m m 0,43 
36 f f f 1,06 
37 f f f 50,82 
41 m f f 14,30 
43 f f f 44,10 
44 m m m 1,26 
46 m f f 15,55 
47 f - - 0,52 
48 m - - 0,37 
62 m m m 0,15 
64 m f f 2,91 
66 m f f 3,68 
69 m m m 0,15 
75 f f f 3,69 
76 m Gonade fehlt m 0,15 
77 m - - 1,58 
81 f m m 0,15 
83 f m m 0,15 
84 f f f 0,15 
92 m f f 100,36 
94 m m m 0,15 
96 m m m 0,15 
97 m m m 0,15 
99 f f f 225,56 
101 m f f 298,19 
103 f f f 89,59 
106 f f f 2,67 
107 m - - 0,16 
108 f f f 305,19 
109 m - - 0,79 
4tPP 5-8 
(400 µg a.s./L) 
123 m m m 0,15 
127 m Gonade fehlt f 0,15 
128 m m m 0,15 
131 m f f 1,77 
132 m f f 4,85 
133 m - - 0,15 
134 f f f 2,17 
Contr.: Kontrolle; a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; -: kein Befund; 5-8: 
Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf   
Anhang 180 
Tab. 6.9. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FSDT 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
4tPP 5-8 
(400 µg a.s./L) 
135 f f f 33,95 
136 f Gonade fehlt f 1,34 
137 f f f 0,68 
138 f f f 4,32 
140 f - - 7,18 
152 m m m 0,19 
154 m m m 0,16 
155 f f f 3,71 
157 m m m 0,15 
159 f f f 16,53 
161 m m m 0,15 
163 m m m 0,15 
164 m - - 0,32 
166 f f f 7,66 
171 f f f 133,15 
182 m f f 4,87 
184 m f f 2,35 
187 f m m 0,15 
190 m f f 42,69 
191 m m m 0,15 
192 m m m 0,15 
194 m - - 0,15 
197 f f f 15,70 
200 f m m 0,15 
201 f f f 0,32 
202 f f f 0,15 
212 m f f 4,55 
213 m m m 0,15 
214 m m m 0,15 
215 m m m 0,15 
217 m Gonade fehlt m 0,15 
218 f f f 0,38 
220 f f f 144,84 
222 f f f 565,48 
223 m - - 0,30 
227 f f f 3,31 
228 f - - 8,06 
4tPP 15-18 
(400 µg a.s./L) 
243 m m m 0,15 
245 m m m 0,16 
246 m m m 0,15 
247 m m m 0,15 
248 m m m 0,15 
251 f f f 3,07 
252 f f f 2,03 
253 f f f 0,63 
254 f f f 60,06 
256 f f f 126,13 
259 m - - 0,15 
273 m Gonade fehlt m 0,15 
274 m m m 0,15 
275 m m m 0,21 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; -: kein Befund; 5-8 und 15-18: Expositionszeitraum 
in Tagen nach Schlupf   
Anhang 181 
Tab. 6.9. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FSDT 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
4tPP 15-18 
(400 µg a.s./L) 
277 m m m 0,15 
278 m m m 0,15 
279 m - - 0,15 
281 f f f 29,30 
285 f f f 16,11 
286 f Gonade fehlt f 0,29 
292 f f f 8,13 
294 f f f 5,45 
301 m m m 0,15 
304 m m m 0,63 
305 m m m 0,53 
307 m m m 0,15 
308 m f f 13,13 
312 f f f 34,09 
313 m - - 5,16 
314 f f f 134,50 
316 f f f 3,38 
317 f f f 10,36 
320 f f f 80,90 
324 f - - 0,15 
331 m m m 0,15 
332 m m m 0,15 
333 m m m 0,15 
334 m m m 0,15 
335 m m m 0,15 
336 m - - 0,15 
339 f f f 136,24 
340 f f f 5,11 
341 f f f 253,43 
342 f f f 96,66 
344 f f f 1,19 
345 f - - 0,15 
4tPP 25-28 
(400 µg a.s./L) 
361 m m m 0,15 
364 m m m 0,15 
367 f f f 3,06 
368 m m m 0,15 
369 f f f 18,47 
372 m f f 0,15 
373 f f f 0,44 
374 f f f 5,47 
375 m m m 0,15 
381 m - - 0,15 
384 f Gonade fehlt f 0,15 
386 f - - 15,88 
391 f f f 8,71 
392 f f f 11,32 
393 m f f 0,38 
395 m m m 18,53 
396 m f f 0,15 
397 f m m 1,94 
399 f f f 45,27 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; -: kein Befund; 15-18 und 25-28: 
Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf   
Anhang 182 
Tab. 6.9. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FSDT 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
4tPP 25-28 
(400 µg a.s./L) 
400 f f f 0,24 
401 m m m 0,23 
404 m m m 0,15 
405 m - - 0,15 
409 f - - 0,15 
422 m m m 0,15 
423 m f f 0,15 
424 m m m 0,15 
426 m m m 0,15 
428 m m m 0,15 
429 m - - 0,15 
432 f f f 20,42 
433 f f f 2,22 
434 f m m 0,15 
436 f f f 8,91 
439 f f f 32,66 
441 f - - 21,01 
451 m m m 0,15 
453 m m m 0,15 
455 f m m 0,15 
456 m m m 0,15 
457 m m m 0,15 
458 m m m 0,15 
462 f f f 210,55 
465 f f f 69,97 
472 f f f 9,06 
473 f f f 101,17 
477 f - - 17,50 
TR 5-8 
(100 ng a.s./L) 
481 m m m 0,15 
486 m m m 0,16 
487 m m m 0,15 
489 f f f 1,25 
490 f f f 8,00 
491 f f f 2,35 
493 f f f 2,70 
495 f f f 6,80 
496 f - - 3,48 
498 m m m 0,15 
499 m m m 1,30 
511 m m m 0,15 
512 m m m 0,15 
514 m m m 0,15 
516 f f f 3,18 
519 m f f 76,45 
520 m m m 4,58 
521 f f f 0,76 
522 f f f 2,97 
523 f f f 0,90 
524 m - - 0,15 
527 f f f 1,56 
529 f - - 3,80 
542 m f f 0,98 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; -: kein Befund; 5-8 und 25-28: Expositionszeitraum 
in Tagen nach Schlupf   
Anhang 183 
Tab. 6.9. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FSDT 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
TR 5-8 
(100 ng a.s./L) 
543 m m m 0,15 
544 m m m 0,15 
546 f m m 0,15 
547 m m m 0,46 
549 m m m 2,07 
551 m - - 6,56 
553 f f f 0,50 
554 f f f 0,34 
559 f f f 0,86 
561 f - - 0,15 
572 m m m 7,66 
573 m f f 1,30 
574 f f f 10,75 
576 m m m 0,15 
578 f f f 0,22 
579 m m m 0,19 
580 m m m 0,21 
581 m - - 0,34 
583 f f f 21,15 
584 f f f 143,09 
587 f m m 0,15 
589 m - - 1,23 
TR 15-18 
(100 ng a.s./L) 
601 m m m 3,28 
603 m m m 0,15 
605 m m m 0,53 
607 m m m 0,15 
609 f m m 0,15 
611 f m m 0,15 
612 f f f 91,94 
620 m u f 0,15 
621 m - - 0,37 
622 f f f 1,08 
631 m u m 0,15 
632 m m m 0,37 
634 m m m - 
635 m m m 0,15 
637 f f f 33,08 
640 f f f 8,76 
641 m m m 0,15 
642 f f f 6,18 
643 f f f 22,51 
645 m - - 0,15 
649 f f f 7,12 
650 f - - 35,60 
661 m m m 0,15 
662 f f f 14,83 
664 m m m 0,15 
665 f m m 0,15 
666 m f f 42,12 
669 m f f 12,17 
670 m m m 0,15 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; -: kein Befund; 5-8 und 15-18: Expositionszeitraum 
in Tagen nach Schlupf   
Anhang 184 
Tab. 6.9. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FSDT 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
TR 15-18 
(100 ng a.s./L) 
673 m - - 61,98 
674 f m m 1,71 
678 f m m 0,45 
680 f f f 0,15 
692 m m m 0,27 
697 m m m 0,15 
698 f m m 0,46 
699 m f f 4,61 
701 f m m 0,15 
702 f f f 0,15 
703 f f f 0,15 
706 m f f 0,70 
707 m m m 0,15 
712 f f f 1,72 
713 f - - 4,49 
714 m - - 0,15 
TR 25-28 
(100 ng a.s./L) 
721 m u m 0,15 
723 f f f 1,80 
725 f f f 3,05 
727 m m m 0,15 
729 m u f 0,15 
731 m f f 2,57 
732 m m m 0,87 
734 f f f 1,09 
739 f f f 0,63 
743 f f f 0,35 
744 f - - 0,73 
751 f f f 1,04 
752 m m m 0,15 
757 m m m 0,15 
762 m m m 0,30 
764 f f f 18,21 
766 f f f 95,39 
767 f f f 0,61 
768 f u f 2,03 
771 m f f 3,81 
772 m u m 0,15 
773 f - - 425,27 
774 m - - 0,15 
781 m m m 0,15 
782 m m m 0,15 
786 m m m 0,15 
788 f f f 13,95 
792 m m m 0,41 
793 m f f 6,22 
794 f f f 2,47 
795 f f f 3,78 
796 f f f 1,90 
797 m - - 0,15 
799 f f f 0,15 
800 f - - 79,72 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; -: kein Befund; 15-18 und 25-28: 
Expositionszeitraum in Tagen nach Schlupf   
Anhang 185 
Tab. 6.9. Übersicht Vtg-Konzentration und Geschlechtsbestimmung im FSDT 
(Fortsetzung) 
Test- 
konzentration 
Tier-
nummer 
Phänotypisches 
Geschlecht 
Histologisches 
Geschlecht 
Genetisches 
Geschlecht 
Vtg-
Konzentration 
[ng Vtg/mg 
Leber] 
TR 25-28 
(100 ng a.s./L) 
811 f f f 0,68 
813 m m m 0,15 
814 m m m 0,15 
815 m f f 5,98 
816 f f f 327,77 
817 m m m 0,33 
821 m m m 0,15 
823 f f f 1,02 
824 f f f 2,04 
825 f f f 0,68 
826 m - - 12,18 
827 f - - 0,41 
a.s.: aktive Substanz; M: Männchen; F: Weibchen; -: kein Befund; 25-28: Expositionszeitraum in 
Tagen nach Schlupf 
